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Resumo

SAVELA, Magna Fabricia Brasil. Efeitos da suplementa¢cdo com Lithothamnium
calcareum na nutricdo de vacas leiteiras: Impactos na producdo, resposta
inflamatéria e emisséo de metano. 2025. 104 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia)
— Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

Dietas com alta inclus&o de amido sao amplamente utilizadas na bovinocultura leiteira
intensiva com o objetivo de aumentar a densidade energética da racdo e,
consequentemente, a producao de leite. No entanto, esse tipo de dieta eleva o risco
de ocorréncia da acidose ruminal subaguda (SARA), uma disfuncéo fermentativa que
compromete a saude do rumen, o desempenho produtivo e pode desencadear
processos inflamatdrios sistémicos. Para prevenir esse disturbio, estratégias
nutricionais devem ser adotadas, como a inclusao de fontes de fibra fisicamente
efetiva e 0 uso de aditivos com acado tamponante. Neste contexto, o presente estudo
avaliou os efeitos da suplementacdo com Lithothamnium calcareum, uma alga
marinha com propriedades tamponantes e rica em minerais, sobre o pH ruminal,
desempenho produtivo, parametros inflamatérios e emissao estimada de metano
entérico em vacas leiteiras alimentadas com dieta rica em amido. O experimento foi
conduzido com 36 vacas Holandesas multiparas, distribuidas aleatoriamente em dois
grupos (n = 18): grupo controle (CON), suplementado com bicarbonato de sédio (1,1%
da MS), e grupo Lithothamnium calcareum (LITHO), suplementado com
Lithothamnium calcareum (0,5% da MS). O periodo experimental teve duracao de 60
dias, sendo que ambos os grupos receberam a mesma dieta basal (TMR com 29,28%
de amido). O primeiro estudo teve como objetivo avaliar o impacto da suplementacao
com Lithothamnium calcareum sobre a satude ruminal, comportamento alimentar e de
atividade, producéo e composicao do leite, além do estado metabdlico das vacas. O
segundo estudo investigou os efeitos da suplementacdo com Lithothamnium
calcareum sobre o pH ruminal e os niveis séricos de ferro e hepcidina, com o intuito
de avaliar seu potencial como marcadores de inflamacéo sistémica. Ja o terceiro
estudo estimou a producdo de metano entérico a partir das proporcdes de acidos
graxos volateis (AGV) no fluido ruminal e analisou sua relagdo com o consumo de
matéria seca (CMS) em vacas suplementadas com com Lithothamnium calcareum.
De modo geral, os resultados indicam que o Lithothamnium calcareum é uma
alternativa viavel como aditivo tamponante em dietas altamente fermentativas,
promovendo estabilidade ruminal e desempenho produtivo satisfatorio, sem efeitos
adversos sobre biomarcadores inflamatérios, metabolismo ou comportamento. No
entanto, seus efeitos sobre a mitigacdo da emissdo de metano entérico ainda
requerem investigacao mais aprofundada.

Palavras-chave: tamponante ruminal; inflamacdo; metano entérico; acidos graxos
volateis.



Abstract

SAVELA, Magna Fabricia Brasil. Effects of Lithothamnium calcareum
supplementation on dairy cow nutrition: Impacts on production, inflammatory
response, and methane emissions. 2025. 104 f. Thesis (PhD degree in
Biotechnology) - Postgraduate Program in Biotechnology, Center for Technological
Development, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2025.

High-starch diets are widely used in intensive dairy farming to increase the energy
density of the feed and, consequently, milk production. However, such diets raise the
risk of subacute ruminal acidosis (SARA), a fermentative disorder that impairs rumen
health and productive performance, and may trigger systemic inflammatory processes.
To prevent this condition, nutritional strategies should be adopted, such as the
inclusion of physically effective fiber sources and the use of buffering additives. In this
context, the present study evaluated the effects of supplementation with
Lithothamnium calcareum, a marine algae with buffering properties and rich in
minerals, on ruminal pH, productive performance, inflammatory parameters, and
estimated enteric methane emissions in dairy cows fed a high-starch diet. The
experiment was conducted with 36 multiparous Holstein cows, randomly assigned to
two groups (n = 18): control group (CON), supplemented with sodium bicarbonate
(1.1% of DM), and the Lithothamnium calcareum group (LITHO), supplemented with
Lithothamnium calcareum (0.5% of DM). The experimental period lasted 60 days, and
both groups received the same basal diet (TMR with 29.28% starch). The first study
aimed to evaluate the impact of Lithothamnium calcareum supplementation on rumen
health, feeding and activity behavior, milk yield and composition, as well as the cows’
metabolic status. The second study investigated the effects of Lithothamnium
calcareum supplementation on ruminal pH and serum levels of iron and hepcidin,
aiming to assess their potential as biomarkers of systemic inflammation. The third
study estimated enteric methane production based on the proportions of volatile fatty
acids (VFA) in rumen fluid and analyzed its relationship with dry matter intake (DMI) in
cows supplemented with Lithothamnium calcareum. Overall, the results indicate that
Lithothamnium calcareum is a viable alternative as a buffering additive in highly
fermentable diets, promoting ruminal stability and satisfactory productive performance,
with no adverse effects on inflammatory biomarkers, metabolism, or behavior.
However, its effects on enteric methane mitigation still require further investigation.

Keywords: ruminal buffer; inflammation; enteric methane; volatile fatty acids.
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1 Introducéo geral

A manutencdo da saude ruminal é essencial para assegurar a produtividade, o
bem-estar animal e a sustentabilidade ambiental na bovinocultura leiteira moderna
(Huot et al., 2023). Em sistemas intensivos de producéo, dietas com alta incluséo de
alimentos concentrados sdo frequentemente utilizadas para atender as exigéncias
energéticas elevadas e otimizar o desempenho produtivo (Golder & Lean, 2024).
Contudo, a substituicdo de forragens por gréaos ricos em amido compromete o aporte
de fibra fisicamente eficaz (peNDF) ao rimen, elemento fundamental para estimular a
ruminacdo, a salivacdo — principal fonte de tampdes fisiolégicos — e o equilibrio
fermentativo ruminal (Allen, 1997; Zebeli et al., 2012; Humer et al., 2018).

A rapida fermentacéo dos concentrados promove a intensa producéo de acidos
graxos volateis (AGV), especialmente propionato, acetato e butirato (Aschenbach et
al.,, 2010). Quando a taxa de producdo de AGV excede a capacidade de
tamponamento intraruminal, o pH ruminal declina, predispondo o animal a acidose
ruminal subaguda (subacute ruminal acidosis - SARA), quadro caracterizado por pH
persistentemente reduzido e prejuizos a digestibilidade, integridade epitelial e
eficiéncia produtiva (Dirksen, 1985). Além disso, a SARA est4 associada a processos
inflamatorios sistémicos, que podem ser monitorados por meio de biomarcadores

sensiveis, como o ferro e a hepcidina (Ganz & Nemeth, 2012; Wysocka et al., 2020).

Entre as estratégias de mitigacdo da SARA, destaca-se o uso de tamponantes
dietéticos, sendo o bicarbonato de sédio o mais comum (Neville et al., 2022).
Entretanto, sua solubilidade elevada e acdo de curta duracdo tém motivado o
interesse por alternativas mais eficientes (Cruywagem et al., 2015). Nesse cenério, 0
Lithothamnium calcareum, uma alga marinha calcificada rica em carbonatos de calcio
e magnésio, surge como uma alternativa promissora devido a liberacdo gradual
desses minerais em ambiente acido e ao seu efeito tamponante prolongado

(Cruywagem et al., 2015).

Além de promover a estabilidade ruminal, estudos indicam que o
Lithothamnium calcareum pode melhorar parametros produtivos e metabdlicos,

influenciar positivamente o comportamento alimentar (Cruywagem et al., 2015; Neville
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et al., 2019) e contribuir para a reducao da producédo de gases de efeito estufa, como

o metano (CH,) entérico (Simanungkalit et al., 2023; Guerreiro et al., 2025).

Assim, além de preservar a homeostase ruminal, a suplementacdo com
Lithothamnium calcareum pode representar uma ferramenta nutricional com potencial
mitigador da metanogénese. Essa possibilidade, associada ao monitoramento de
parametros fisioloégicos e ambientais, contribui para o avango de sistemas leiteiros

mais eficientes e ambientalmente responsaveis (Guerreiro et al., 2025).

2 Hipdteses e Objetivos

2.1 Hipoteses

A suplementacdo dietética de vacas leiteiras com Lithothamnium calcareum é
mais eficaz do que o bicarbonato de sodio convencional na manutencdo da
homeostase ruminal, na melhora da eficiéncia produtiva, na atenuacéo de processos
inflamatorios sistémicos induzidos por dietas ricas em amido, e na reducdo da

emissao de CH,.

2.2 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da suplementacdo com Lithothamnium calcareum, em
comparacao ao bicarbonato de sédio, sobre a satde ruminal, a producéo de leite, os
parametros inflamatérios e a producdo estimada de metano entérico em vacas

leiteiras alimentadas com dieta rica em amido.

2.3 Objetivos especificos

Comparar os efeitos de Lithothamnium calcareum e bicarbonato de sédio sobre
o pH ruminal e os parametros de fermentacdo (AGV e pH fecal) em vacas leiteiras.

Avaliar o consumo de matéria seca (CMS), o comportamento alimentar, o
comportamento animal e a eficiéncia alimentar de vacas leiteiras suplementadas com
Lithothamnium calcareum ou bicarbonato de sodio.

Determinar os efeitos da suplementacdo com Lithothamnium calcareum ou
bicarbonato de sédio sobre a producdo e composi¢cdo do leite (gordura, proteina,

lactose e solidos totais).
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Analisar o perfil metabdlico sanguineo e os biomarcadores (ferro e hepcidina)
em vacas suplementadas com Lithothamnium calcareum ou bicarbonato de soédio.

Investigar as correlacdes entre os niveis de ferro/hepcidina e outros indicadores
metabdlicos (proteinas totais, albumina, ureia, glicose, magnésio, calcio, acidos
graxos nao esterificados (AGNE), e B-hidroxibutirato (BHB)).

Estimar a producédo de metano entérico com base no perfil de AGV e avaliar o

potencial do Lithothamnium calcareum como agente mitigador da metanogénese.
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3 Reviséo Bibliografica

Acidose ruminal subaguda e emissdo de metano em ruminantes:
fisiopatologia, impactos produtivos e estratégias de controle com énfase no uso

de Lithothamnium calcareum

1 Introducéo

A intensificagdo dos sistemas de producdo animal, especialmente na
bovinocultura leiteira e de corte, tem promovido desafios significativos a saude
digestiva e a sustentabilidade ambiental dos rebanhos (Voulgarakis et al., 2023). Entre
os principais distlrbios metabdlicos associados a dietas de alta densidade energética,
destaca-se a acidose ruminal subaguda (SARA), condicdo pro-inflamatoria de base
fermentativa que compromete a digestibilidade da fibra, o0 desempenho zootécnico e
a saude sistémica dos animais (Golder & Lean, 2024; Voulgarakis et al., 2023).
Paralelamente, a fermentacdo ruminal de carboidratos esta intrinsecamente ligada a
producdo de metano (CH,), entérico gas de efeito estufa com elevado potencial de
aquecimento global, cuja emissdo representa também perdas energéticas

significativas para os ruminantes (McAllister & Newbold, 2008; Wanapat et al., 2024).

Embora a SARA e a produgcdo de CH, compartiihem origens no processo
fermentativo ruminal, os fatores que as desencadeiam podem exercer efeitos
divergentes. Dietas com alto teor de amido rapidamente fermentavel elevam o risco
de SARA ao promoverem a acidificacdo do ramen, mas, paradoxalmente, tendem a
reduzir a emissao de CH, por redirecionar o hidrogénio (H,) para vias alternativas,
como a sintese de propionato (Krause & Oetzel, 2006; Golder & Lean, 2024). Essa
complexa interacdo entre saude ruminal e emissao de gases de efeito estufa (GEE)
ressalta a importancia de estratégias nutricionais integradas, que aliem estabilidade

fermentativa, bem-estar animal e sustentabilidade ambiental (Loucka et al., 2024).

Nesse cenario, destaca-se a utilizacdo de aditivos naturais como o
Lithothamnium calcareum, uma alga calcaria rica em carbonatos de célcio e
magnésio, cuja liberacdo gradual de minerais favorece o tamponamento ruminal, a
modulacdo da microbiota e, potencialmente, a mitigacdo da metanogénese
(Cruywagen et al., 2015; Neville et al., 2019; Loucka et al., 2024).
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A presente revisdo tem como objetivo integrar o conhecimento atual sobre a
SARA e a producéo de CH,, abordando seus mecanismos fisiopatoldgicos, impactos
produtivos e ambientais, bem como avaliar criticamente as estratégias de prevencao
e controle, com énfase especial no Lithothamnium calcareum como aditivo nutricional

de acao dual: tamponante e redutor da metanogénese.

2 Acidose Ruminal

2.1 Etiologia, Prevaléncia e Incidéncia

A acidose ruminal € uma desordem metabdlica complexa, caracterizada pela
reducdo do pH do conteddo ruminal em decorréncia da fermentacdo excessiva de
carboidratos altamente fermentesciveis, resultando na producado elevada de acidos
organicos, como acidos graxos volateis (AGV) e acido latico (Golder & Lean, 2024).
Valores persistentemente inferiores a 5,8 comprometem a atividade microbiana
celulolitica, prejudicam a digestdo da fibra e, em casos mais graves, podem
desencadear inflamacgGes sistémicas e reducgdes significativas na produtividade
(Voulgarakis et al., 2023). Trata-se de uma das principais enfermidades nutricionais
em sistemas intensivos de producéo animal, especialmente na bovinocultura de leite
e de corte (Huot et al., 2023).

A acidose ruminal pode ser entendida como um continuo de disturbios
fermentativos que se distinguem principalmente pela gravidade, duracao,
concentracdo de 4cidos organicos no rimen e manifestagéo clinica (Golder & Lean,
2024). A forma mais grave, conhecida como acidose ruminal clinica (ARC), ou acidose
aguda/latica, apresenta inicio subito, curta duragao e sinais clinicos evidentes, sendo
geralmente causada pelo acesso abrupto a grandes quantidades de carboidratos de
rapida fermentacdo, como grdos ou acucares simples (Golder et al.,, 2012, 2014;
Voulgarakis et al., 2023). Os sinais clinicos incluem diarreia com presenca de gréos e
odor adocicado, dor abdominal, taquicardia, taquipneia, ataxia, decubito, redugéo
acentuada da producéo leiteira e, em casos extremos, morte em poucas horas (Golder
et al., 2012).

Em contraste, quadros mais brandos e de progressédo gradual configuram a
acidose ruminal subaguda (do inglés Subacute Ruminal Acidosis — SARA), também

conhecida como acidose subclinica (ARS) (Golder & Lean, 2024). Essa condigéo
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caracteriza-se por quedas moderadas, porém recorrentes, do pH ruminal ao longo do
dia (Mensching et al., 2021; Hou et al., 2025). Ainda ndo ha consenso sobre o0 ponto
de corte para diagndéstico, o que reflete a variabilidade individual na tolerancia a
acidose (Humer et al., 2015; Huot et al., 2023).

Garrett et al. (1999) sugerem pH < 5,5 em amostras por rumenocentese,
enquanto Plaizier (2004) propde pH < 6,0 em coletas por sonda estomacal, cerca de
quatro horas apos a alimentacdo. Devido as flutuacbes diurnas, o0 momento da
amostragem é decisivo para a precisao diagnostica (DeVries et al., 2008; Jonsson et
al., 2019).

Critérios temporais também passaram a ser considerados: pH abaixo de 5,6
por mais de 3 horas/dia (Plaizier et al., 2008), ou abaixo de 5,8 por mais de 5 a 6 horas
(Zebeli et al., 2008). Gozho et al. (2005) consideram a permanéncia entre pH 5,2 e 5,8
por 3 horas como indicativo de SARA. Outros autores apontam que pH < 5,5 por ao
menos uma hora ja configura risco significativo (Cruywagen et al., 2015; Neville et al.,
2019; Jaramillo-Lépez et al., 2017). Embora o pH néo atinja niveis criticos como na
acidose aguda, sua queda sustentada compromete a funcéo ruminal e a saude animal
(Voulgarakis et al., 2023).

No entanto, o pH isolado é um marcador limitado frente a complexidade
fisiopatoldgica da SARA. Plaizier et al. (2022) e Golder & Lean (2024) propuseram o
Bramley Acidosis Model (BAM) como abordagem diagnostica multivariada. Esse
modelo inclui, além do pH, a elevacdo de propionato (>30 mM) e valerato (>2,4 mM),
amonia reduzida (<3 mM) e baixa concentracéo de acido latico, indicando fermentacao

acidogénica alterada.

O BAM também incorpora sinais produtivos e comportamentais: variacées no
consumo de matéria seca (CMS), queda do teor de gordura do leite, reducdo da
condicdo corporal, laminite, menor eficiéncia alimentar e aumento nas taxas de
descarte e mortalidade (Morgante et al., 2007; Denwood et al., 2018; Golder et al.,
2023).

Adicionalmente, ha evidéncias crescentes de disbiose ruminal em SARA, com

aumento de compostos toxicos como lipopolissacarideos (LPS) e histamina
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(Emmanuel et al., 2008; Zhang et al., 2017). O LPS, ao atravessar o epitélio ruminal
em condicbes de disbiose e aumento da permeabilidade, ativa receptores imunes
como o Toll-like receptor 4 (TLR-4), presentes em células hepaticas e no sistema
imune inato. Essa ativagdo desencadeia uma cascata inflamatoéria sistémica, com
aumento na producéo de interleucinas pro-inflamatérias (como IL-13, IL-6 e TNF-a) e
de proteinas de fase aguda, como a haptoglobina. Além do LPS, a histamina,
produzida pela descarboxilacdo de histidina por bactérias ruminais, desempenha
papel importante na inflamacédo, promovendo vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento de células inflamatérias, o que agrava a
integridade epitelial e dificulta sua regeneracdo (Aschenbach & Gabel, 2000; Golder
et al., 2014).

Assim, a SARA deve ser compreendida como uma sindrome inflamatéria de
base nutricional, com manifestacdes subclinicas, mas de expressivo impacto
zootécnico e sanitario (Golder & Lean, 2024). Seu diagndstico e manejo exigem
abordagem integrativa baseada em dados fermentativos, bioquimicos, inflamatérios e
produtivos (Huot et al., 2023), fundamental para o desenvolvimento de estratégias
preventivas em sistemas intensivos (Elmhadi et al., 2022).

Entre a normalidade e a SARA plenamente estabelecida, ha estados
transitorios caracterizados por flutuacées pontuais no pH ruminal. Embora sem sinais
clinicos claros, essas alteracfes recorrentes podem predispor ao desenvolvimento de
quadros persistentes (Golder & Lean, 2024). Embora mal definidos, esses estados
intermediarios tém importancia reconhecida pelo potencial impacto cumulativo sobre

saude e desempenho (Studdert et al., 2020).

Estudos epidemiolégicos recentes demonstram que a prevaléncia da SARA em
vacas leiteiras varia entre 19% e 26% em rebanhos de alta producdo na América do
Norte e Europa (Plaizier et al., 2018). Um extenso estudo conduzido na Australia
identificou que aproximadamente 10% das vacas leiteiras com menos de 100 dias em
lactacéo (DEL) apresentavam acidose ruminal, conforme avaliagéo integrada de AGV,
amonia, acido latico e pH ruminal (Bramley et al., 2008). Corroborando com esses
achados, um estudo multinacional realizado por Golder et al., (2023), utilizando a
mesma abordagem diagndstica, encontrou uma prevaléncia geral de 26,1% em vacas

leiteiras <100 DEL, quando amostradas entre 2 e 3 horas ap0s a alimentagdo. No
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Brasil, dados recentes indicam prevaléncias de SARA em torno de 20% em rebanhos
leiteiros intensivos, sendo a condicdo frequentemente subdiagnosticada, o que pode
mascarar seu impacto real sobre o desempenho produtivo e a salde dos animais
(Rezende et al., 2022).

Com base na estimativa de Golder et al., (2014) de que cada episodio de SARA
tem duracdo média de dois dias, e considerando uma prevaléncia de 10% reportada
por Bramley et al., (2008), Golder & Lean (2024) projetaram uma incidéncia de
aproximadamente 500 episodios de SARA nos primeiros 100 dias de lactacdo para
cada 100 vacas. Esses dados indicam que muitas vacas podem apresentar multiplos
episodios ao longo da lactacéo, especialmente em rebanhos de alta producéo, nos

quais o desafio metabdlico e a pressao alimentar sdo mais intensos.

As fases de transicdo e lactacdo intermediéria representam o0s principais
periodos de risco para o desenvolvimento da SARA. No periodo de transigéo, fatores
como estresse do parto, inicio da lactacdo, mudancas de ambiente e dietas com alta
carga de carboidratos fermentaveis contribuem para a reducdo do CMS e para uma
adaptacao insuficiente do epitélio ruminal. A adaptacdo das papilas ruminais a maior
producdo de AGV exige tempo e estimulo progressivo. Em estudo classico, Dirksen
(1985) demonstrou que a substituicdo gradual de dietas fibrosas por dietas com maior
densidade energética, nas semanas que antecedem o parto, promove crescimento

papilar significativo.

Entretanto, resultados contrastantes apresentados por Andersen et al., (1999)
sugerem que niveis inadequados de concentrado durante o periodo pré-parto podem
nao induzir alteracdes morfoldgicas expressivas nas papilas, prejudicando a absor¢éo
de AGV e elevando o risco de acidose. Além disso, 0 modo de fornecimento da dieta
também interfere no risco de SARA. Quando os ingredientes sdo oferecidos
separadamente (alimentacdo por componentes), h4 menor estimulo & mastigacao e
menor produgédo salivar, o que compromete o tamponamento ruminal (Maekawa et al.,
2002).

Na lactacao intermediaria, a ocorréncia de SARA esta frequentemente ligada a
falhas no manejo alimentar. Erros na formulacéo e entrega da dieta total (TMR), como

supermistura da racdo ou desequilibrio entre as fracdes de volumoso e concentrado,
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podem levar a uma ingestdo excessiva de carboidratos fermentéveis e a reducdo da
fibra fisicamente efetiva. Fatores adicionais, como frequéncia inadequada de
alimentacdo, intervalo entre o fornecimento de concentrado e volumoso, e competi¢ao
por alimento em rebanhos de alta densidade — onde vacas dominantes tendem a
consumir maiores quantidades de concentrado — também contribuem para o risco
(Nordlund et al., 1995).

Em rebanhos de alta producdo, o aumento do CMS e da taxa de passagem
ruminal intensifica ainda mais o desafio de manter a estabilidade do pH ruminal
(Firkins et al., 2001). Embora muitas vezes transitéria e subclinica, a SARA pode
evoluir para quadros clinicos de acidose, sobretudo quando ha queda acentuada na
ingestdo. Nessas situacfes, o manejo nutricional assume papel decisivo, e falhas
humanas no preparo e fornecimento das dietas devem ser reconhecidas como fatores

de risco relevantes, mesmo em sistemas bem tecnificados (Golder et al., 2023).
2.2 Fisiopatologia e Fermentacdo Ruminal

Em condicdes fisiolégicas normais, a digestdo dos alimentos em ruminantes
ocorre predominantemente no rimen, um compartimento anaerébico que abriga uma
complexa comunidade microbiana (Golder & Lean, 2024). Nesse ambiente,
predominam bactérias fermentadoras que degradam os carboidratos e proteinas da
dieta, produzindo como principais subprodutos os AGV, principalmente acético,
propibnico e butirico, além de menores quantidades de isobutirico, valérico,
isovalérico e 2-metilbutirico (Van Soest, 1994; Golder & Lean, 2024). Também sé&o
sintetizados compostos como proteina microbiana e vitaminas do complexo B e K
(Kozloski, 2002).

A natureza da dieta influencia diretamente o perfil fermentativo: forragens
favorecem a producéo de acido acético, enquanto dietas ricas em amido estimulam a
formacao de acido propidnico (Kozloski, 2002). Esses AGV representam até 85% da
energia metabolizavel absorvida pelos ruminantes (Van Soest, 1994), sendo
absorvidos ativamente pelo epitélio ruminal. O pH ruminal ideal situa-se entre 6,0 e
7,0, intervalo que mantém a atividade eficiente das bactérias celuloliticas. No entanto,

0 consumo excessivo de carboidratos nao fibrosos (CNF) compromete esse equilibrio,



23

ao favorecer a proliferacdo de bactérias amiloliticas e lactato-produtoras (Owens et
al., 1998).

A acidose ruminal é uma desordem metabdlica multifatorial desencadeada pelo
acumulo de acidos no rimen, resultado de uma fermentagéo acelerada de dietas ricas
em amido e acUcares solaveis, cuja absorcdo e tamponamento tornam-se
insuficientes (Vieira-Neto et al., 2021). A fermentac&o intensa de CNF promove a
producdo excessiva de AGV e, sobretudo, de acido lactico — este ultimo com pKa
inferior (3,80), o que intensifica a acidificacdo em comparacdo aos AGV, cujo pKa
varia entre 4,76 e 4,82 (Dijkstra et al., 2012). Esse acumulo de acidos ultrapassa a
capacidade de neutralizacdo salivar (baseada em bicarbonato e fosfato) e de
absorcao epitelial, resultando em queda abrupta do pH ruminal (Mackie & Gilchrist,
1979; Aschenbach et al., 2011). Além disso, a ingestéo rapida e em grande volume
de alimentos concentrados reduz o tempo de mastigagdo e ruminagdo, 0 que

compromete a salivacao e agrava a acidificacéao (Vieira-Neto et al., 2021).

A forma aguda da acidose (ARA) é causada por ingestao subita e volumosa de
graos altamente fermentesciveis, como milho ou trigo, os quais estimulam a rapida
proliferacdo de Streptococcus bovis e Lactobacillus spp., bactérias produtoras de
grandes quantidades de acido lactico (Owens et al., 1998; Haji-Hajikolaei et al., 2006;
Lettat et al., 2010). A SARA é caracterizada por quedas moderadas, mas prolongadas
do pH ruminal, com valores frequentemente abaixo de 5,8 por varias horas do dia (Hou
et al., 2025). Esse distlrbio esta associado a ingestdo de dietas acidogénicas com
baixa efetividade fisica da fibra e alta proporcdo de concentrados (Mawdae et al.,
2022). A ingestao insuficiente de fibra fisicamente eficaz compromete a mastigacéo e
a secrecdo salivar, prejudica a formacédo do tapete ruminal, reduz a retencédo de
particulas e acelera a taxa de passagem, fatores que juntos limitam a digestéo da fibra
e favorecem a queda do pH (Golder et al., 2023). Além disso, a SARA é frequente em
situacbes de transicdo alimentar abrupta, como a passagem répida de dietas
volumosas para dietas concentradas, em sistemas com fornecimento excessivo de
graos ou em esquemas de racédo mista parcial (PMR) com fornecimento separado de
concentrado (Owens et al., 1998; Millen et al., 2016; Monteiro & Faciola, 2020).

Microbiologicamente, a acidose promove uma disbiose significativa: ocorre

substituicdo de bactérias Gram-negativas especializadas na degradacdo de fibra,
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como Fibrobacter succinogenes e Ruminococcus flavefaciens, por Gram-positivas
acidotolerantes, como Lactobacillus spp. e Prevotella (Petri et al., 2013; Mickdam et
al., 2016; Hua et al., 2017). H4 ainda aumento de patégenos como Clostridium
perfringens e Escherichia coli (Khafipour et al., 2016). A populacdo de protozoarios
ciliados — especialmente Polyplastron e Ostracodinium, que modulam a fermentacao
amilolitica — também é reduzida em dietas com alto concentrado, favorecendo o
dominio de espécies mais acidotolerantes como Entodinium (Castillo-Gonzélez et al.,
2014). Quanto as arqueias metanogénicas, embora as alteragcbes sejam menos
consistentes, estudos relatam reducdo em sua diversidade sob dietas ricas em amido
(Mao et al., 2016).

A exposicdo prolongada a dietas ricas em graos desencadeia alteracfes
imunolégicas importantes em bovinos, frequentemente culminando em um quadro de
inflamacéo sistémica (Golder & Lean, 2024). Um dos principais fatores envolvidos
nesse processo € a liberacdo de LPS, componentes da parede externa de bactérias
Gram-negativas que se acumulam no rumen em decorréncia da lise bacteriana
provocada pela acidificacdo ruminal ou pela rapida proliferacdo microbiana (Fu et al.,
2022). Quando a integridade da barreira epitelial € comprometida, o LPS pode
translocar-se para a circulacdo sanguinea, ativando receptores do tipo Toll (TLR4) e
desencadeando a sintese de citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-1 beta (IL-1B) e a interleucina-6 (IL-6) (Hou et al.,
2025).

Paralelamente, ha aumento na producdo de proteinas de fase aguda, como
amiloide A sérico (SAA), haptoglobina (Hp), proteina ligadora de LPS (LBP) e proteina
C-reativa (CRP), marcadores classicos da inflamacéo sistémica (Gozho et al., 2007,
Fu et al.,, 2022). A elevacdo desses biomarcadores, mesmo na auséncia de
manifestagcbes clinicas evidentes, evidencia a ocorréncia de inflamag&o subclinica,
também chamada de inflamacédo de baixo grau (low-grade inflammation, LGI), que
compromete o bem-estar, a eficiéncia imunolégica e o desempenho produtivo dos

animais (Hou et al., 2025).

A maior permeabilidade epitelial ruminal também permite a absor¢cdo de
compostos microbianos potencialmente téxicos, como histamina, aminas biogénicas

e D-lactato (Golder & Lean, 2024). Dentre esses, a histamina se destaca por seu papel
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na inducdo de respostas inflamatorias locais e sistémicas, estando associada a
patogénese de enfermidades como mastite e laminite, por meio da ativacao da via NF-
KB e do aumento da permeabilidade vascular (Zhao et al., 2020). De maneira
semelhante, o acido y-D-glutamil-meso-diaminopimélico (iE-DAP), um derivado de
peptidoglicano bacteriano, também se acumula durante a SARA e ativa a via
inflamatoria NOD1-NF-kB, contribuindo para danos hepaticos e mamarios (Zhao et al.,
2020). Esse quadro inflamatério é agravado pela presenca de D-lactato, capaz de
provocar inflamacodes articulares e de favorecer o desenvolvimento de laminite (Zhang
et al., 2020).

As consequéncias da inflamacao induzida pela SARA extrapolam o ambiente
gastrointestinal (Zhao et al., 2018). O LPS pode atingir tecidos distantes, como figado,
Gtero, glandula mamaria e tecido laminar, sendo implicado na etiologia de hepatite,
endometrite, mastite e laminite, respectivamente (Guo et al., 2019; Fu et al., 2022). A
via porta hepatica desempenha papel central na translocacdo dessas toxinas e
microrganismos a partir do rimen, especialmente quando ha comprometimento da

integridade da mucosa gastrointestinal (Fu et al., 2022).

Além disso, a SARA favorece a translocacao bacteriana, isto €, a passagem de
bactérias viaveis do trato digestivo para a corrente sanguinea, possibilitando a
colonizacdo de 6rgdos normalmente estéreis, como Utero e glandula mamaria, e
contribuindo para a ocorréncia de infec¢cdes secundarias, como metrite e mastite (Fu
et al., 2022). Esse fenbmeno esta associado a disbiose microbiana e a perda da

integridade das barreiras epiteliais.

A disbiose induzida pela SARA também compromete a funcdo imunolégica do
hospedeiro, uma vez que microrganismos simbidticos desempenham papel essencial
na maturacdo e modulagdo do sistema imune, especialmente via interacdo com o
tecido linfoide associado ao intestino (GALT) (Hou et al., 2025). A reducédo da
diversidade microbiana impacta negativamente as respostas imune inata e adaptativa,
aumentando a vulnerabilidade a infec¢gbes oportunistas (Goto & Kiyono, 2012; Brestoff
& Artis, 2013).

Dessa forma, a SARA deve ser compreendida ndo apenas como uma afeccao

ruminal de base metabdlica, mas como uma condicdo inflamatoria sistémica, com
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multiplas repercussées clinicas e subclinicas sobre a salde e o desempenho dos

ruminantes.

2.3 Diagnostico e Indicadores Clinicos

O diagnostico da acidose ruminal subaguda (SARA) representa um desafio
clinico e pratico, especialmente devido a limitacdo dos métodos disponiveis na rotina
de campo. A mensuracao direta do pH ruminal, embora amplamente empregada,
apresenta restricdes quanto a representatividade e a viabilidade operacional (Golder
& Lean, 2024). Amostragens pontuais por sonda oro-ruminal ou por rumenocentese
podem ndo captar as oscilagbes diurnas do pH caracteristicas da SARA, e a
quantificacdo dos acidos graxos volateis (AGV) demanda infraestrutura especializada,
frequentemente indisponivel nas propriedades leiteiras (Oetzel, 2017; Voulgarakis et
al., 2023).

Diante dessas limitacbes, o diagnostico clinico da SARA deve ser
fundamentado em uma abordagem multifatorial, que integre observacfes clinicas,

histérico alimentar, exame fisico e sinais comportamentais (Golder & Lean, 2024).

O fluido ruminal, obtido por sonda oro-ruminal, rumenocentese ou fistula,
permanece uma ferramenta diagndstica valiosa. Alteragcdes em sua aparéncia, como
coloracdo leitosa, presenca de grdos e odor acido, sdo sugestivas de disfuncao
fermentativa. Fluido aquoso, com bolhas e baixa viscosidade, também indica disturbio
na fermentacdo ruminal (Rosenberger et al., 1979; Golder & Lean, 2024). A
mensuracao do pH é central para o diagnoéstico da SARA: valores entre 5,5 e 5,8 séo
considerados indicativos da condi¢cdo, especialmente quando mantidos por trés ou
mais horas diarias. Contudo, a acuracia diagnéstica depende do método de coleta,
sendo a rumenocentese considerada o padréo-ouro (Bramley et al., 2008; Golder et
al., 2023).

A andlise dos AGV ruminais permite avaliar o padrao fermentativo. Em quadros
de SARA, pode haver alteragcdes na proporcéo entre acetato, propionato e butirato,
com aumento relativo do propionato (Golder et al., 2014). A concentracdo de amonia
ruminal também pode fornecer informacdes importantes sobre a atividade microbiana
e 0 balanco proteina/energia da dieta, sendo Gtil quando interpretada em conjunto com
0s AGV e o pH (Golder & Lean, 2024).
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A dosagem de &cido latico, especialmente de seus isbmeros D e L, € uma
ferramenta complementar na avaliacdo da SARA. No entanto, sua interpretacao exige
cautela devido a rapida flutuac&o das concentracdes e a variabilidade individual entre
0s animais (Golder & Lean, 2024). Por isso, os niveis de acido latico devem ser
analisados juntamente com os AGV, a amobnia e os sinais clinicos. Na SARA, o
aumento do acido latico é discreto, geralmente inferior a 1 mmol/l (Sun et al., 2018), o
gue contrasta com o0s niveis observados na ARA (50-150 mmol/l) (Nagaraja &
Titgemeyer, 2007; Henning et al., 2010).

Outros biomarcadores, como histamina e LPS, vém sendo estudados. No
entanto, seu uso clinico ainda é limitado. A histamina é rapidamente metabolizada e
nem sempre reflete a gravidade do quadro (Brent, 1976). Os LPS estdo associados a
resposta inflamatoria sistémica, mas a falta de padronizacdo analitica limita sua

aplicabilidade diagnostica (Monteiro & Faciola, 2020).

A analise da microbiota ruminal surge como ferramenta promissora para o
diagnéstico da SARA. Durante o disturbio, ocorre substituicdo de bactérias gram-
negativas por gram-positivas, como cocos e bacilos produtores de acido latico
(Dirksen, 1970; Nagaraja & Titgemeyer, 2007). Abordagens multidmicas — como
metagenbmica, transcriptbmica, metabolémica e prote6mica — tém avancado o

conhecimento sobre a dishiose associada a SARA (Golder et al., 2023).

Animais acometidos pela SARA podem apresentar comportamento apatico,
reducdo da ruminacdo e da atividade geral, além de menor ingestdo de alimento
(Beauchemin, 2018). A estimativa do tempo de ruminacéo pode ser utilizada como um
indice de saude, pois vacas que ruminam menos tendem a apresentar maior risco

para disturbios digestivos (Hamilton et al., 2019).

A avaliacdo do preenchimento ruminal também pode fornecer pistas
diagnésticas, sendo frequentemente reduzido em vacas com gueda no consumo. A
diminuicdo do consumo de matéria seca (CMS) € um dos indicadores mais sensiveis
da SARA, ocorrendo concomitantemente a queda do pH ruminal. Esse quadro
frequentemente estad associado a selecédo de particulas da dieta, comportamento
observado em vacas que rejeitam fracbes mais fibrosas (DeVries et al., 2014). Essa

selecdo aumenta a variabilidade do pH ao longo do dia, perpetuando um ciclo de
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recaida e recuperacgdo (Golder et al., 2023). Em sistemas nos quais o concentrado é
fornecido durante a ordenha, os residuos deixados por vacas afetadas podem ser
consumidos por outros animais, ampliando o risco de SARA para o rebanho
(Silberberg et al., 2024). De forma semelhante, quando o concentrado € fornecido
separadamente do volumoso, pode haver consumo excessivo deste componente,

elevando o risco de disturbios fermentativos (Silberberg et al., 2024).

A analise da composicéao do leite, embora néo especifica, pode funcionar como
um indicador indireto da SARA (Voulgarakis et al., 2023). A relagéo gordura/proteina,
que em vacas saudaveis varia entre 1,2 e 1,4, pode cair para valores inferiores a 1,0
em casos de acidose subaguda. Isso ocorre em funcdo da alteracdo do perfil
fermentativo ruminal, com menor producédo de acetato e butirato — precursores da
sintese de gordura — e aumento do propionato, que inibe a lipogénese na glandula
mamaria (Krause & Oetzel, 2006). Além disso, altera¢des nos perfis de acidos graxos
do leite, como aumento de C18:1 trans-10 ou reducdo de acidos ramificados,
oferecem maior sensibilidade diagndstica, embora ainda tenham uso restrito na rotina
(Gott et al., 2015; Mensching et al.,, 2021). Tecnologias como a espectroscopia
automatizada no leite também tém sido desenvolvidas para ampliar as ferramentas de

monitoramento (Golder & Lean, 2024).

Entre outras abordagens experimentais, a andlise de fezes, urina, sangue e
biomarcadores inflamat6rios tem contribuido para o diagnéstico da SARA. Os valores
de pH urinario tendem a ser mais alcalinos nessa condi¢éo, situando-se entre 7,8 e
8,3 (Li et al., 2012; Danscher et al., 2015). As fezes apresentam-se frequentemente
mais liquidas, de coloracdo amarelada, com odor agridoce e particulas alimentares
nao digeridas (Dirksen, 1985; Oetzel, 2000; Plaizier et al., 2017), refletindo disfungdes
fermentativas e maior fluxo de amido ndo degradado para o intestino grosso (Plaizier
et al., 2017).

O pH fecal também pode contribuir para o diagnéstico: valores abaixo de 6,0
sdo compativeis com SARA (Danscher et al., 2015; Chaudhry et al., 2018; Voulgarakis
et al., 2023). A avaliacao do escore fecal também é util, sendo que fezes com escore

<2, em escala de 1 a 5, sugerem disturbios ruminais.
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A mensuracdo do pH sanguineo, embora menos especifica, pode indicar
distarbios metabolicos secundarios a SARA. Valores entre 7,10 e 7,34 tém sido
observados em bovinos acometidos, sugerindo acidose metabdlica leve,
acompanhada por queda do bicarbonato plasmatico, do excesso de base e do
conteudo total de CO,, além de aumento do anion gap (Sabes et al., 2017; Snyder &
Credille, 2017). Proteinas de fase aguda, como haptoglobina e proteina C reativa,
também tém sido avaliadas como biomarcadores complementares, dada sua
associacdo com a inflamacéo sistémica observada na SARA (Gonzalez et al., 2010;
Zebeli et al., 2012; Nikvand et al., 2020).

Em sintese, o diagndstico da SARA exige uma abordagem integrada e
criteriosa, que combine dados clinicos, observacdes comportamentais, analises
laboratoriais e ferramentas tecnolégicas, de modo a identificar precocemente
alteracbes compativeis com distarbios fermentativos ruminais e prevenir

consequéncias produtivas e inflamatorias associadas.

2.4 Consequéncias Produtivas

A acidose ruminal, particularmente em sua forma subaguda - SARA, esta
fortemente associada a reducao na producdo de leite em vacas leiteiras (Golder &
Lean, 2024). Essa condi¢cdo € caracterizada pela queda persistente do pH ruminal
abaixo de 5,8 por periodos prolongados, o que compromete a atividade dos
microrganismos celuloliticos, reduz a digestibilidade da fibra e altera a producéo de
AGV, com menor propor¢cdo de acetato e maior producdo de propionato e lactato
(Nagaraja & Titgemeyer, 2007; EImhadi et al., 2022).

Como o acetato é o principal precursor da sintese de gordura do leite, sua
reducado impacta diretamente a producéo e a composicao do leite (Bauman & Griinari,
2003; Gao & Oba, 2016). Simultaneamente, o aumento na producéo de propionato e
lactato, associado a liberacdo de endotoxinas bacterianas, desencadeia respostas
inflamatorias sistémicas que desviam nutrientes do metabolismo produtivo para a
defesa imune e o reparo tecidual (Mu et al., 2023). Alteracdes no padrao fermentativo
também comprometem a sintese de proteina microbiana, reduzindo o suprimento de

proteina metabolizavel a glandula mamaria (Krause & Oetzel, 2006; Mu et al., 2023).
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Além disso, a SARA reduz a ruminacgdo e a salivagdo, importantes mecanismos
naturais de tamponamento ruminal. O menor CMS, a queda na eficiéncia alimentar e
a reducao da producao de leite tornam-se consequéncias diretas da acidose ruminal
(Srivastava et al., 2021).

Estudos experimentais ilustram bem essas perdas. Khafipour et al. (2009)
relataram queda de 3,5 kg/dia na producéo de leite durante a inducdo de SARA, com
producdo reduzida de 35,2 para 31,7 kg/dia. Esses achados foram confirmados
posteriormente pelos mesmos autores (Khafipour et al., 2009), utilizando diferentes
protocolos de inducdo. Em uma avaliacdo mais recente, Gao & Oba (2016)
identificaram uma queda de aproximadamente 0,5 kg de leite para cada 0,1 unidade
de reducéo no pH ruminal, evidenciando a sensibilidade da lactacdo a desequilibrios

acido-base no rimen.

Antanaitis et al. (2024) observaram uma redu¢do média de 10,49% na producao
de leite em vacas diagnosticadas com SARA. Considerando uma vaca com 35 kg/dia
de producéo, essa perda representaria cerca de 3,67 kg/dia, em consonancia com 0s
valores de Khafipour et al. (2009). De forma complementar, DeVries et al. (2018)
constataram que vacas em risco de SARA apresentaram producao corrigida para 4%
de gordura (4% FCM) 5,3 kg/dia inferior a de vacas saudaveis (41,9 vs. 47,2 kg/dia).

Vale destacar que essas perdas séo frequentemente subestimadas devido ao
carater subclinico do disturbio, que ndo se manifesta por sinais clinicos evidentes,
mas compromete cronicamente a eficiéncia produtiva. Esse impacto decorre de

multiplos mecanismos fisioldgicos inter-relacionados (Golder & Lean, 2024).
2.5 Estratégias de Prevencao e Controle da Acidose Ruminal

A acidose ruminal pode ser prevenida por meio de estratégias de manejo
nutricional voltadas a manutencdo da estabilidade do ambiente ruminal (Elmhadi et
al., 2022). Uma das praticas mais importantes é a inclusao de niveis adequados de
fibra fisicamente efetiva, fundamental para estimular a mastigacdo e a salivacgéo,
promovendo o tamponamento natural do rGmen por meio da acdo do bicarbonato

presente na saliva (Enemark, 2008, Xu et al., 2018).
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Dietas bem formuladas devem equilibrar o teor de fibra e amido, mantendo uma
proporcao adequada entre a fibra fisicamente efetiva (peNDF) e o amido degradavel
no ramen (RDS). Recomenda-se cerca de 15% de RDS total e 30—32% de peNDF
com particulas >1,18 mm para manter o pH ruminal médio em 6,2, propor¢des de
peNDF:RDS inferiores a 1,45 devem ser evitadas (Zebeli et al., 2010; Ishaq et al.,
2017, Elmhadi et al., 2022). Além disso, 0 manejo alimentar deve incluir particulas
longas (7-15% da dieta total) para estimular a salivagdo e a ruminacao, reduzindo a
ocorréncia de SARA. (Ishaqg et al., 2017, Elmhadi et al., 2022).

Outro fator essencial € a adaptacdo gradual dos animais a dietas ricas em
concentrados, 0 que permite uma transicdo fisiolégica adequada e mudancas
progressivas na microbiota ruminal, evitando desequilibrios fermentativos abruptos
Millen et al., 2016; Kachhadia et al., 2023). Recomenda-se que esse processo de
adaptacado ocorra ao longo de 7 a 10 dias (Evci, 2024). Além disso, a oferta regular e
estavel de alimentos, evitando longos periodos de jejum, selecdo de particulas e
flutuacBes na oferta de concentrados, também é crucial para manter a estabilidade da
fermentacao ruminal (Evci, 2024). Também se destaca a importancia de fornecer
espaco adequado nos cochos, medida que minimiza comportamentos competitivos,
reduz o risco de ingestdo excessiva e contribui para a prevencdo de distlrbios
digestivos (Sommai et al., 2020; Trotta et al., 2021).

No que diz respeito ao manejo hidrico, a oferta continua de agua limpa e em
quantidade suficiente é essencial para manter o pH e a funcéo ruminal, devendo-se
também monitorar sua qualidade (Millen et al., 2016; Huot et al., 2023; Kachhadia et
al., 2023).

Fatores ambientais estressantes, como transporte ou exposicdo ao calor
intenso, devem ser evitados, visto que afetam negativamente a homeostase ruminal.
A adequacdo da ventilagdo nos ambientes de confinamento é fundamental para
minimizar o estresse térmico e preservar a saude dos animais (Fu et al., 2022; Evci,
2024).

Além dessas medidas, 0 uso de aditivos alimentares pode ser uma estratégia
complementar eficaz. Entre os mais utilizados, destacam-se os ionoforos (como a

monensina), que modulam a fermentacdo ruminal favorecendo a producéo de
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propionato e reduzindo a producio de lactato (Evci et al., 2025). Oleos essenciais,
como o cinamaldeido e o eugenol, vém sendo estudados como alternativas naturais
com efeito antimicrobiano seletivo sobre bactérias produtoras de lactato (Xia et al.,
2020).

O uso de probidticos, como o Saccharomyces cerevisiae, também &
recomendado por sua capacidade de estabilizar o ambiente ruminal, estimular o
crescimento de bactérias celuloliticas e consumir oxigénio residual, criando um
ambiente mais favoravel para microrganismos anaerébios (Herndndez et al., 2014). A
suplementacdo de tiamina também € uma estratégia para mitigar a SARA, pois
modula a microbiota ruminal, reduz a inflamac&o local e protege o epitélio ruminal de
fissuras. Estudos demonstraram que a tiamina diminui a expressdo de marcadores
inflamatérios como IL-1B e subunidades do NF-kB no epitélio ruminal (Zhang et al.,
2020; Ma et al., 2021).

O uso de extratos vegetais ricos em compostos bioativos, como flavonoides e
polifendis também tém demonstrado potencial para modular positivamente a
microbiota ruminal, reduzir o estresse oxidativo, regular processos inflamatérios e
fortalecer a resposta imune dos animais (Gessner et al.,, 2020). Combinacdes
especificas de extratos, incluindo naringina, acido glicirretinico e extrato de canela,
mostraram-se eficazes em elevar o pH ruminal, promover o equilibrio da comunidade
bacteriana e suprimir reacdes inflamatérias, contribuindo assim para o controle da
SARA (Rivera-Chacon et al., 2022).

O uso de agentes tamponantes € uma das abordagens mais eficazes para
mitigar variacées no pH ruminal, especialmente em dietas com alto teor de amido
(Golden et al., 2023). Essa préatica remonta a década de 1960, com o aumento da
inclusdo de concentrados nas dietas (Ramos et al., 2022).

O bicarbonato de sédio (NaHCO3) € tampé&o mais amplamente utilizado na
alimentacdo de ruminantes (Neville et al., 2022). E considerado um tampé&o
“verdadeiro” pelo seu pKa ser bastante proximo do pH fisiolégico adequado do rimen,
por possuir alta solubilidade no riminal, o que permite rapida diluicdo no liquido e
maior efetividade de acdo. Sua acao € rapida e eficaz na neutralizacdo de acidos,

essa agao se da pela ligagédo a 1 proton (H*) e forma acido carbénico (H,COs), que se
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decompde em agua e didéxido de carbono, isso remove H* do ambiente, elevando o
pH (Plaizier et al., 2008).

Em dietas de alto concentrado, comumente utilizadas em sistemas intensivos
de producédo de carne e leite, a inclusdo NaHCO; é recomendada na proporcao de
0,75% a 1,2% da matéria seca total da dieta (Plaizier et al., 2008). No entanto, sua
capacidade tamponante é de curta duracdo, o que pode limitar sua eficacia ao longo
do dia, principalmente em dietas de alta carga fermentativa, exigindo suplementacoes
regulares para manutencao de sua eficacia (Erdman, 1988). Ademais, doses elevadas
podem acarretar alteracdes no equilibrio eletrolitico, especialmente pelo aumento das
concentracbes séricas de sodio, podendo, em alguns casos, reduzir a ingestao

voluntaria de alimento (Erdman et al., 1982).

O oxido de magnésio (MgO) possui maior capacidade neutralizante e uma acéo
mais duradoura em comparacdo ao bicarbonato, sendo eficaz na elevacdo do pH
ruminal. Como uma base forte de baixa solubilidade, o MgO se converte em hidroxido
de magnésio (Mg(OH),) ao entrar em contato com a agua do rimen. Esse composto
libera ions hidroxila (OH™), que reagem com os ions H* livres, formando moléculas de
agua (H,0) e, assim, diminuindo a acidez ruminal (Neiderfer et al., 2020). Embora a
acado tamponante do MgO seja lenta devido a sua baixa solubilidade, sua duracéo
mais prolongada é vantajosa em dietas com risco de acidose subaguda (Arce-Cordero
et al., 2022). No entanto, seu uso deve ser controlado, pois 0 excesso pode causar

desequilibrios eletroliticos e resultar em alcalose metabdlica (Kertz et al., 1984).

O carbonato de calcio (CaCO;), por sua vez, também apresenta baixa
solubilidade, mas reage com maior intensidade em meios acidos. Em condicfes de
pH ruminal reduzido, o CaCO; reage diretamente com os ions H*, liberando ions célcio
(Caz"), dioxido de carbono (CO,) e &gua, essa reacdo permite que cada molécula de
carbonato de calcio neutralize dois ions H*, contribuindo efetivamente para o

tamponamento do ambiente ruminal (Rossi et al., 2019; Neiderfer et al., 2020).

Nos ultimos anos, ganhou destaque o uso de tampdes naturais, como 0s
derivados de algas marinhas calcificadas, especialmente do género Lithothamnium
(Loucka et al., 2024). Estas algas possuem uma estrutura porosa rica em carbonatos

de célcio e magnésio (Neville et al., 2019). Sua principal vantagem esta na liberacéo
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gradual dos minerais, 0 que proporciona um tamponamento mais estavel ao longo do
tempo, essa propriedade € particularmente desejavel para dietas com alto potencial
fermentativo, nas quais as flutuacdes bruscas de pH representam um risco metabolico
significativo (Cruywagen et al., 2015). Além do efeito sobre o pH, as algas calcéarias
fornecem calcio e magnésio de alta biodisponibilidade, contribuindo para a

mineralizacao 0ssea e a atividade enzimatica dos animais (Cruywagen et al., 2015).

Desse modo, a prevencdo da SARA envolve a integracdo de multiplas
estratégias que, em conjunto, otimizam a saude ruminal, reduzem a incidéncia de
distarbios metabdlicos e promovem o desempenho produtivo dos ruminantes (Elmhadi
et al., 2022; Voulgarakis et al., 2023).

3 Producao de Metano em Ruminantes

3.1 Metanogénese Ruminal: Arqueias e Destino do Hidrogénio

A microbiota ruminal é composta por uma ampla diversidade de
microrganismos, incluindo bactérias, protozoarios, fungos, virus bacteriofagos e
arqueias metanogénicas (Behlke et al., 2007). Bactérias, protozoarios e fungos
exercem papel essencial na degradacdo dos carboidratos estruturais das plantas,
liberando acgucares fermentesciveis. Esses acucares sdo entdo convertidos em acidos
graxos volateis (AGV), principalmente acetato, propionato e butirato, além de menores
guantidades de valerato, iso-butirato, iso-valerato e caproato (Choudhury et al., 2015).
Os AGV sao absorvidos e utilizados pelo animal como principal fonte de energia, por
meio da sintese de ATP (McCauley et al., 2020).

Durante esse processo fermentativo, sdo gerados subprodutos como diéxido
de carbono (CO.,), hidrogénio molecular (H,) e equivalentes reduzidos como NADH e
FADH, (Behlke et al., 2007). Devido ‘1ao ambiente estritamente anaerdbico do rimen,
a reoxidacdo desses equivalentes ndo pode ocorrer por vias respiratorias classicas,
sendo substituida por rotas metabdlicas alternativas, entre as quais a metanogénese
se destaca como uma via critica para a manutencao do equilibrio redox. A rapida
remocao do H, livre é essencial para evitar sua acumulacdo, que poderia inibir a
atividade de microrganismos fermentadores, como as bactérias celuloliticas
(McCauley et al., 2020).
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Nesse contexto, as arqueias metanogénicas assumem papel fundamental ao
utilizarem o H, como doador de elétrons na producdo de CH,, contribuindo para a
regulacdo da pressao parcial de hidrogénio no ambiente ruminal (McAllister &
Newbold, 2008). A via predominante de producdo de CH, no riumen € a

hidrogenotrofica, na qual o CO, atua como aceptor de elétrons, conforme a equacéo:
CO2 + 4H2 — CH4 + 2H20

Essa rota responde por aproximadamente 82% do metano produzido no rimen
(Kroliczewska et al., 2023). Os principais géneros de arqueias metanogénicas
presentes no rimen incluem Methanobrevibacter (63,2%), Methanosphaera (9,8%) e
Methanomicrobium (7,7%), seguidos por géneros menos prevalentes como

Methanimicrococcus, Methanosarcina e Methanobacterium (Danielsson et al., 2017).

Outras vias de metanogénese incluem a acetoclastica e a metilotrofica. A
primeira envolve a conversédo de acetato em CH, (CH;COOH — CH, + CO,), sendo
mais comum em ambientes como reatores anaerobicos ou sedimentos, e de
participacdo restrita no ramen devido a competicdo com bactérias acetogénicas
(Berghuis et al., 2019; Liu et al., 2025). J& a metilotréfica envolve a utilizacdo de
compostos metilados, como metanol e metilaminas, por arqueias especializadas que
produzem CH, por meio de rea¢cbes como: 4CH;OH — 3CH, + CO, + 2H,0 ou
CH3NH; + H,O — CH, + NH3; + H,O (Berghuis et al., 2019; Liu et al., 2025).

A disponibilidade de H, livre € um fator determinante da intensidade da
metanogénese ruminal. No entanto, o H, pode ser redirecionado para vias
metabdlicas alternativas que competem com a producéo de CH,, como a sintese de
propionato ou a reducao de anions como nitrato (NO3") e sulfato (SO,427) (Lan & Yang,
2019). A formacdo de propionato, por exemplo, atua como um sumidouro de
hidrogénio, consumindo H, nas vias do succinato-fumarato ou do acrilil-CoA, esta
tltima passando pela conversdo de piruvato em lactato e sua posterior reducao
(Baldwin & Allison, 1983). H4 uma correlagédo negativa bem estabelecida entre a
producdo de propionato e a de metano no rumen (Kobayashi, 2010; Lan & Yang,
2019).
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De maneira semelhante, a reducao de nitrato a amoénia e de sulfato a sulfeto
de hidrogénio constitui rotas alternativas que também consomem H,, embora sua
eficacia dependa da disponibilidade dietética desses compostos. Assim, 0 metano
funciona como uma rota terminal para o escape bioquimico do hidrogénio acumulado,
sendo crucial para o equilibrio fermentativo e redox do rimen (McAllister et al., 1996;
McCauley et al., 2020).

3.2 Impactos da Emisséo de Metano (CH,)

A maior parte do CH, produzido no rimen é eliminada por eructagéo, sendo
liberada pela boca diretamente a partir do espaco gasoso ruminal (Hill et al., 2016).
Contudo, estima-se que aproximadamente 10% a 15% do metano possa ser
excretado por outras vias, como pela respiracdo ou pela flatuléncia, resultado da

fermentacdo microbiana no intestino grosso (Huhtanen et al., 2015).

Do ponto de vista energético, o CH, representa uma perda consideravel para o
animal. Calcula-se que entre 2% e 12% da energia metabolizavel ingerida seja
dissipada na forma de metano eructado (Morgavi et al., 2010; Roque et al., 2019).
Essa perda reduz a eficiéncia alimentar dos ruminantes, limitando o aproveitamento

energético dos nutrientes da dieta.

Além das implicacdes zootécnicas, a emissdo de CH, entérico representa uma
significativa preocupacao ambiental. O metano possui um potencial de aquecimento
global (Global Warming Potential — GWP) aproximadamente 28 vezes superior ao do
CO, em um horizonte de 100 anos, conforme relatado pelo IPCC (2014) e corroborado
por Gerber et al. (2013) e Simanungkalit et al. (2023). Estima-se que o setor pecuario
seja responsavel por cerca de 14,5% a 18% das emissdes globais antropogénicas de
gases de efeito estufa (GEE), com aproximadamente 3,1 gigatoneladas de
equivalentes de CO, emitidas anualmente sob a forma de metano — sendo o metano
entérico a principal fonte isolada dessas emissdes (Grossi et al., 2019; Kinley et al.,
2020; Bhowmick & Hayes, 2023).

Entre os ruminantes, os bovinos, especialmente vacas leiteiras e bovinos de
corte sdo os maiores emissores. De acordo com Sejian et al. (2011) e McCauley et al.

(2020), uma vaca pode emitir até 98,6 kg de CH, por ano, embora esse valor varie
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conforme fatores como espécie, raca, composicdo da dieta, microbiota ruminal e
consumo de matéria seca. Estimativas similares apontam que cada animal pode
liberar anualmente cerca de 3 toneladas de CO, equivalente, conforme descrito por
Grossi et al. (2019) e Bhowmick & Hayes (2023).

Apesar desse impacto ambiental expressivo, a pecuaria continua a
desempenhar um papel central na seguranca alimentar global, fornecendo proteinas
de alto valor bioldgico, acidos graxos essenciais e micronutrientes relevantes a saude
humana (Bhowmick & Hayes, 2023). Dessa forma, torna-se imperativo adotar
estratégias de manejo sustentaveis que conciliem a reducdo das emissdes de GEE
com a manutengdo da produtividade e da viabilidade econdémica dos sistemas de

producao (Negussie et al., 2017; Wanapat et al., 2024).

Dentre as estratégias nutricionais mais promissoras para a mitigacdo das
emissdes de metano entérico, destacam-se o uso de aditivos naturais e sintéticos com
acao antimicrobiana ou inibidora da atividade metanogénica (Kroliczewska et al.,
2023). Compostos como ionoéforos, probidticos, 6leos essenciais, lipidios, extratos
vegetais ricos em taninos, saponinas e florotaninos, além de macroalgas e
substancias halogenadas, tém demonstrado capacidade de interferir na atividade dos
microrganismos metanogénicos, promovendo alteracdes desejaveis no padrédo
fermentativo ruminal e resultando em menores emissdes de CH, (Ampapon et al.,
2022; Wanapat et al., 2024; Liu et al., 2025).

3.3 Estratégias de Mitigacéo

A producao de CH,4 no rimen esta intrinsecamente relacionada ao metabolismo
do hidrogénio (H;), um subproduto da fermentagdo microbiana de carboidratos
(Wanapat et al., 2024). A remocao eficiente do H, é essencial para a regeneracao do
NAD* e continuidade da fermentacdo anaerobia (Kréliczewska et al., 2023). Nesse
cenario, a metanogénese exerce papel fundamental, sendo conduzida principalmente
por argueias metanogénicas que utilizam H, para reduzir CO,, formando CH,
(Kréliczewska et al., 2023). Portanto, estratégias nutricionais e tecnolégicas que
modulam a produgdo e o destino do H, no riumen representam alternativas
promissoras para mitigar as emissoes entéricas de CH,, desde que ndo comprometam

a digestibilidade e a saude dos animais (Martin et al., 2009; Pereira et al., 2015).
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A composicao da dieta influencia diretamente a producédo de CH,. Dietas ricas
em fibras favorecem a formacao de acetato, que libera H,, enquanto dietas com mais
amido estimulam a sintese de propionato, que consome H, e reduz a producao de
metano (Shibata & Terada, 2010). Além disso, dietas com alto teor de concentrado
reduzem o pH ruminal, inibindo arqueias metanogénicas e protozoarios ciliados
simbiodticos (Golder & Lean, 2024). Contudo, o excesso de concentrado pode levar a
acidose ruminal reducéo na gordura do leite e menor longevidade produtiva (Johnson
et al., 2002). Além das implicacdes zootécnicas, hd impactos ambientais a considerar,
como o aumento das emissfes de CO, e N,O associadas a producao e transporte de
graos, que podem anular os beneficios da reducdo de CH, entérico (Johnson et al.,
2002).

Préticas de manejo forrageiro, como o controle da massa de forragem pré-
pastejo, também afetam as emissdes de metano. Pastagens de melhor qualidade
nutricional e com menor teor de fibra promovem maior ingestédo e digestibilidade,
resultando em menor emissdo de CH, por unidade de produto (WCMS et al., 2010).
Ainda, a conservacgédo da forragem por meio de silagem e o seu processamento fisico
(moagem, peletizacdo) podem reduzir a metanogénese devido ao aumento na taxa

de passagem e menor tempo de fermentacdo ruminal (Beauchemin et al., 2008).

Aditivos naturais como probioticos, saponinas, taninos e 0leos essenciais
podem reduzir a producdo de metano entérico em ruminantes ao modularem a
fermentacdo ruminal e a microbiota (Islam & Lee, 2019). Probiéticos como
Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus spp. competem por H,, redirecionando o
metabolismo para vias menos metanogénicas (Islam & Lee, 2019; Broucek, 2018;
Kréliczewska et al., 2023). Saponinas reduzem protozoarios que hospedam arqueias
metanogénicas e aumentam a eficiéncia microbiana (Goel et al., 2008; Wang et al.,
2025). Taninos, especialmente os condensados, formam complexos com nutrientes e
inibem a atividade microbiana, limitando a producao de H, (Aboagye & Beauchemin,
2019; Denninger et al., 2020; Min et al., 2020). Por fim, os 6leos essenciais, compostos
aromaticos ricos em terpenos e fenadis, alteram a microbiota ruminal e a producéo de
acidos graxos voléateis (AGV), reduzindo as populacfes de arqueias metanogénicas,
embora seus efeitos dependam do tipo, da dose e da interagdo com a dieta,
(Calsamiglia et al., 2007; Tedeschi et al., 2022; Foggi et al., 2024).
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4 Lithothamnium calcareum: Uma Estratégia Dupla

4.1 Composig¢édo Quimica e Agdo como Tampéao

Lithothamnium calcareum € uma alga vermelha calcaria pertencente ao filo
Rhodophyta, ordem Corallinales e familia Hapalidiaceae, de crescimento
extremamente lento e habitat em aguas marinhas frias e profundas (Neville et al.,
2019). Durante seu processo biolégico de calcificacdo, essa macroalga incorpora
elevadas quantidades de carbonatos de calcio (CaCO3) e de magnésio (MgCOs),
predominantemente na forma de minerais polimoérficos como calcita, aragonita e,
especialmente, magnésio-calcita — uma forma estruturalmente porosa e altamente
reativa (Cruywagen et al., 2015; Neville et al., 2022). Além desses componentes
majoritarios, a alga contém vestigios de oligoelementos como zinco, manganés,
cobre, ferro e selénio, que, embora presentes em baixas concentrac¢des, participam

de processos metabdlicos relevantes para a satude animal (Neville et al., 2019).

Apesar de seu uso crescente na nutricdo de ruminantes, o Lithothamnium
calcareum ndo contém compostos bioativos especificos ou metabdlitos secundarios
funcionais — como polifendis, saponinas ou 6leos essenciais — que caracterizam
outros aditivos naturais. Sua acao esta restrita ao efeito fisico-quimico exercido por
seus sais minerais, sobretudo na capacidade tamponante no ambiente ruminal
(Guerreiro et al., 2025).

A estrutura altamente porosa da alga favorece uma liberacéo lenta e sustentada
dos ions Ca?" e Mg?*, prolongando sua eficacia tamponante em compara¢cdo com
fontes solGveis como bicarbonato de sodio ou 6xido de magnésio (Cruywagen et al.,
2015). Essa liberacdo gradual é especialmente benéfica em dietas com alta propor¢éo
de amido, nas quais ha maior producédo de AGV e acido latico, promovendo quedas
bruscas de pH ruminal. Ao atenuar essas oscila¢des, o Lithothamnium calcareum
contribui para a manutencdo da estabilidade do ambiente ruminal e para a
preservacao da microbiota celulolitica, favorecendo a digestibilidade da fibra (Neville
et al., 2022).

No entanto, € importante destacar que Lithothamnium calcareum é um recurso
natural limitado, cuja formacg&o ocorre em escalas geoldgicas, ao longo de milhares

de anos. Sua extracéo, especialmente por dragagem do fundo oceanico, pode gerar
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impactos ambientais significativos em ecossistemas marinhos sensiveis (Hall-
Spencer et al., 2003; Dutertre et al., 2015). Portanto, seu uso na producéo animal deve
ser pautado por critérios técnicos e ambientais bem fundamentados, priorizando o
equilibrio entre eficiéncia zootécnica e conservacado dos recursos naturais. Nesse
contexto, a viabilidade de seu uso em larga escala depende diretamente da adocao
de estratégias de manejo sustentavel e regulamentacdo adequada da atividade

extrativa.

4 .2 Efeitos sobre o Rumen e a Microbiota

Estudos em vacas leiteiras demonstram que a inclusdo de Lithothamnium
calcareum na dieta é capaz de elevar o pH ruminal e reduzir o tempo de permanéncia
do contetdo ruminal em valores criticos de acidez (pH < 5,5), o que é fundamental
para preservar a integridade da mucosa ruminal e manter a atividade das bactérias
celuloliticas (Cruywagen et al., 2015; Neville et al., 2019; 2022). Essa estabilizacao do
ambiente ruminal contribui para uma fermentacdo mais eficiente dos carboidratos
fibrosos e para a reducéo da producéo excessiva de 4cido latico, prevenindo disbioses
e favorecendo a absor¢cdo adequada de &cidos graxos volateis (AGV), especialmente
0 acetato — principal precursor da sintese de gordura no leite. Como consequéncia,
observa-se melhora na composicdo do leite, com aumento do teor de gordura e de
solidos totais, bem como elevacgao na producgéo de leite corrigida para energia (ECM)
e na eficiéncia alimentar (Cruywagen et al., 2015; Neville et al., 2019; 2022). Além
disso, efeitos fisiologicos pds-ruminais também foram identificados, como o0 aumento
do pH fecal, sugerindo um menor fluxo de amido ndo degradado ao intestino grosso

e, portanto, uma fermentacao intestinal mais equilibrada (Neiderfer et al., 2020).

Durante o periodo de transicdo, Lithothamnium calcareum demonstrou
beneficios em termos de balanco energético, status mineral e marcadores
inflamatorios (Neville et al., 2022; Wu et al., 2015). Em bovinos de corte, observou-se
modulagcdo favoravel da microbiota ruminal, estabilidade metabdlica e possivel
mitigacdo de distirbios como a acidose ruminal subaguda (Lima et al., 2023). A
combinacdo com monensina e Oleos essenciais potencializou o desempenho

zootécnico e a qualidade da carcaca (Guerreiro et al., 2025).

No entanto, os resultados sobre producéo leiteira ndo sdo unanimes. Alguns

estudos ndo observaram diferencas significativas (Bernard et al., 2014; Calitz, 2009),
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apontando que os efeitos podem variar conforme composi¢ao da dieta, fase fisiologica

e apresentacao do suplemento (Sharma et al., 2018).

Além da funcdo tamponante e nutricional, Lithothamnium calcareum também
apresenta efeitos sistémicos relevantes (De Vos, 2019). Minerais funcionais presentes
na alga, como selénio, zinco e magnésio, tém sido associados a melhora do estado
antioxidante e a modulacdo da resposta inflamatéria. Em vacas leiteiras
suplementados no pds-parto, observou-se reducao de marcadores inflamatorios como
haptoglobina e proteina C reativa (Neville et al., 2022), especialmente importante em
fases criticas como a transi¢ao, lactacao inicial ou crescimento acelerado, em que o

estresse oxidativo pode afetar a imunidade e a longevidade produtiva.

Recentes evidéncias indicam que tamponantes de origem marinha, ao
estabilizarem o pH ruminal, reduzem a lise bacteriana excessiva e a liberagdo de |
LPS, minimizando sua translocacdo para a corrente sanguinea, um dos principais
gatilhos da resposta inflamatoéria sistémica (Khafipour et al., 2009). Com isso, ha
menor ativacao do sistema imune, menor producéo de proteinas de fase aguda (como
a haptoglobina e a proteina amiloide A) e potencial reducdo nos impactos negativos
sobre figado, reproducéo e produtividade (Bradford et al., 2015).

4.3 Potencial na Mitigacao de Metano

A incluséo de algas na alimentacédo de ruminantes € uma estratégia crescente
para mitigacdo de CH, entérico (Liu et al., 2025). Algas vermelhas como Asparagopsis
taxiformis possuem bromoformo, que inibe a enzima metil-coenzima M redutase
(MCR), bloqueando a etapa final da metanogénese, com reducdes de até 98-99%
nas emissodes (Machado et al., 2016; Roque et al., 2021).

Embora o efeito das algas vermelhas esteja fortemente associado a acéo direta
do bromoformo, outras macroalgas, como as marrons (Phaeophyceae) e verdes
(Chlorophyta), apresentam efeitos mitigadores mais modestos, geralmente inferiores
a 50%, com excecdo de algumas espécies, como Dictyota bartayresii e Cystoseira
trinodis, que atingem até 92% e 80% de reducdo em condi¢des in vitro (Dubois et al.,
2013; Machado et al., 2014). Nesses casos, a acdo antimicrobiana é atribuida a

compostos como florotaninos, saponinas e alcaloides, que podem atuar como
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sumidouros de hidrogénio (H,), reduzindo sua disponibilidade para metanogénese e
favorecendo vias fermentativas alternativas, como a producdo de propionato
(Martinez-Fernandez et al., 2017). Dessa forma, enquanto algas vermelhas atuam por
inibicdo enzimatica direta, algas marrons e verdes promovem modulacéo indireta da
fermentacdo ruminal e da microbiota, contribuindo para a reducdo das emissodes

entéricas (Liu et al., 2025).

Ja o Lithothamnium calcareum, apesar de ndo conter compostos halogenados
como o bromoformo, pode influenciar a producao de CH, por mecanismos indiretos.
Seu efeito tamponante estabiliza o pH ruminal, favorecendo fermentacdes mais
eficientes e redirecionando a producdo de hidrogénio para rotas menos
metanogénicas, como a formacéo de propionato (Simanungkalit et al., 2023). Minerais
como calcio e magnésio podem também modular a microbiota e inibir populacées

metanogénicas especificas (Guerreiro et al., 2025).

Em sistemas intensivos de terminacao, a combinacdo da alga com monensina
resultou em reducdo mais significativa das emissdes de metano do que o uso isolado
de 6leos essenciais. Contudo, os efeitos isolados da alga ainda ndo sao totalmente
conclusivos. Simanungkalit et al. (2023) observaram que, embora o suplemento com
Lithothamnium calcareum tenha estabilizado o pH ruminal, as emissdes de CH, foram

superiores as observadas com monensina.

Por fim, a utilizagdo de Lithothamnium calcareum tem sido promovida por
empresas do setor como uma alternativa sustentavel aos tampdes minerais
convencionais, com alegacdes de que sua extracdo ocorre de forma controlada, com
baixo impacto ambiental e caracteristicas renovaveis. Essas propriedades o inserem
no contexto de préaticas agropecuarias mais alinhadas a reducéo do uso de insumos
quimicos e a producdo animal de menor impacto ambiental (Loucka et al., 2024). No
entanto, trata-se de um recurso marinho de crescimento lento, cuja exploragcao
indiscriminada pode representar riscos a biodiversidade e a regeneracao natural dos
bancos de algas (Hall-Spencer et al., 2003; Dutertre et al., 2015).

Assim, embora o Lithothamnium calcareum apresente vantagens funcionais
como agente tamponante e potencial modulador da microbiota ruminal, sua utilizagao

deve ser acompanhada de protocolos de manejo sustentavel, fiscalizacdo ambiental
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e transparéncia na origem, de forma a garantir que seus beneficios zootécnicos ndo

comprometam a integridade dos ecossistemas marinhos (Loucka et al., 2024).
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of marine-based rumen buffer (Lithothamnium calcar- eum)
supplementation on rumen health as well as milk yield and composition and also behav- ioural and
metabolic parameters of dairy cows. Thirty-six lactating multiparous Holstein cows were used
with a milk yield average of 39 kg/d and 64 d in milk. The experiment was con- ducted over
60 d using two groups: control (CON; n = 18) was supplemented with sodium bicarbonate at
1.1% dry matter and a treatment group that received Lithothamnium calcareum at 0.5% of dry
matter (LITHO; n=18). Each group was fed daily with the buffers mixed to the total mixed ration
containing 29.28% starch. Ruminal fluid collections were performed weekly to evaluate pH and
volatile fatty acids. Feeding behaviour data were obtained through auto- matic feeders, while
overall behavioural data were obtained using monitoring collars. Milk yield was recorded
daily and adjusted for fat and energy. Milk samples were retrieved once weekly for analysis of
fat, protein, lactose and total solids. Blood samples were collected weekly

for metabolic analysis and faecal samples were collected weekly to evaluate pH and starch con-
centrations. LITHO produced more fat- and energy-corrected milk (P < 0.01) as well as the highest
percentage of fat and solids (P < 0.05) when compared to the CON group. Data on feeding
behaviour showed an increased eating time (P < 0.01) in the LITHO group but a higher eating
rate (P <0.01) in the CON group. Animals from the LITHO group had lower

faecal pH (P < 0.05). The treatment did not affect dry matter intake, animal behaviour, rum-
inal acid—base balance, or faecal starch. In summary, Lithothamnium calcareum supplemen-
tation at 0.5% of dry matter improved milk yield, milk composition and, presumably, feed
conversion efficiency.

To meet the high nutritional demands, increase production and improve profitability, cattle
feeding programs recommend starch-rich diets, especially in the beginning and middle of lac-
tation (Mu et al., 2023). Starch is an important energy source for dairy cows to meet microbial
protein production goals in the rumen and milk yield demands (Srivastava et al., 2021). However,
the supply of rapidly fermentable starch in the rumen can result in the accumulation of volatile
fatty acids (VFA), harming ruminal health (Mawdae et al., 2022). Increased VFA production,
which exceeds the buffering supply, disrupts the intraruminal acid—base balance, reducing
ruminal pH and leading to an acidotic environment (Golder et al., 2023). This change in
the rumen significantly decreases the activity of fibrolytic bacteria, reducing the acetate
concentration, which plays an essential role in stimulating the synthesis of milk fat (Neville et
al., 2019; Martins et al., 2021).

Considering this, maintenance of the ruminal conditions is vital to ensure healthy and effi- cient
milk yield. Thus, ruminal buffers are commonly added to the diets of lactating cows to avoid
prolonged episodes of low ruminal pH and the associated production losses (Bach et al., 2018;
Srivastava et al., 2021). Sodium bicarbonate is the most popular dietary buffer used in ruminant
nutrition, to neutralize acidity and stabilize ruminal pH (Chalupa et al., 1996; Cruywagen et al.,
2015). However, it is a soluble buffer with a short duration in the rumen that may not effectively
buffer the ruminal environment (Van Soest, 1994). Consequently, marine algae have recently
been studied as a potential supplement to stabilize ruminal pH due to their polymorphic nature
(honeycomb structure). These organisms provide a slow release of minerals (calcium and
magnesium) in an acidic environment, prolonging their neu- tralizing action on ruminal pH and
avoiding prolonged episodes of low pH (Cruywagen et al., 2015; Neville et al., 2019). LithoNutri
is a natural and renewable food additive produced from the marine algae Lithothamnion
calcareum which is rich in calcium (Ca) and magnesium (Mg) carbonate (Guerreiro et al., 2019).
Its release of Ca and Mg is slower in the ruminal
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environment, a result of its polymorphic nature (77.7% magne-
sium calcite, 3.8% calcite, 16.6% aragonite, 2% silica), prolonging
its neutralizing action in the ruminal pH due to the varying solu-
bility of the constituents. Aragonite is more soluble than calcite,
which is more soluble than magnesium calcite.

Previous studies with dairy cows demonstrated that supplemen-
tation with Lithothamnium calcareum increased DMI and milk fat
yield (Neville etal., 2022) and improved feed efficiency (Bernard et
al., 2014), hormone regulation, pH and ruminal fermentation
(Cruywagen et al., 2015). Nonetheless, research using this buffer in
dairy cow herds remains scarce. Particularly, its effects on feed- ing
and overall behaviour as well as metabolic parameters have not been
compared with those of sodium bicarbonate.

Thus, the present study aimed to measure the impact of
Lithothamnium calcareum on rumen health, feeding and activity
behaviour, milk yield and composition and metabolic status in
Holstein dairy cows fed a diet containing 29.28% DM of starch in
total mixed ration (TMR).

Materials and methods
Animal ethics

This study was approved by the Animal Ethics and
Experimentation Committee of the Federal University of Pelotas,
registered under number 13784-2021.

Animals handling and facilities

Thirty-six multiparous Holstein cows were divided into two groups
of eighteen cows (Control, CON; Lithothamnim calcar- eum,
LITHO) blocked according to the average milk yield (38.46+2.16
vs. 39.06 £ 2.16 kg/d; P >0.05), days in milk (74.61

+4.05 vs. 75.88+4.05d, P>0.05) and parity (3.22+0.18 vs.
3.00+0.18, P>0.05) at the beginning of the experiment. The cows
were kept in a commercial dairy property in the city of Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brazil at geographic coordinates
32°16'S, 52°32'E and maintained in an intensive compost barn
system bedded with wood shaving and rice husk, with individual
access to automated feeders and freshwater.

Experimental design and treatments

All animals were concomitantly treated over a 60d period. Both
treatments received the same basal diet as a TMR, which was
formulated to be potentially acidotic (online Supplementary Table
S1) and contain 29.28% starch. The diet was calculated to guarantee
24 kg/d dry matter intake (DMI), provided in two meals, each one
with 50% of the total diet at 9 am and 6 pm, allowing for
approximately 5% of refusals. A 0.5% dry matter (DM) level of the
product (LithoNutri, Oceana, Jundiai, Brazil) was included in the
diet for the LITHO group to ensure 102 g/ cow/day. The CON group
received 1.1% of the diet DM of sodium bicarbonate to provide a
daily intake of 280 g/cow/day (Raudi, Totalmix, So Carlos do Ivai,
Brazil).

The buffer doses were divided so that the animals received 50% of
the total dose added on top of the diet during each feeding.

DMI, feeding behaviour and animal behaviour

DMI and feeding behaviour data were obtained daily (24 h/d)
through individual automatic feeders, (Intergado, Minas Gerais,
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Brazil). The parameters recorded were feed intake, eating time
(min/day), eating frequency, number of visits to intake troughs,
eating rate, kg of DM/min, meal size (kg/meal) and eating dur- ation
(min/meal). The latter was calculated by the eating time divided by
the number of meals. The eating rate was calculated by dividing the
amount of individual intake by the eating time.

Individual animal behaviour was monitored daily using mon-
itoring collars (Chiplnside, Santa Maria, Brazil) that indicated the
time of activity, rumination, and idleness.

Milk production and composition

The cows were milked three times a day at 8 am, 4 pm and 11 pm.
Daily milk yield was recorded individually during each milking
period using the electronic milking system (DelLaval, Botkyrka,
Sweden). Milk samples were collected on d 0, before the supple-
mentation period, and on d 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 and 60 of
the experiment at each of the three milkings using bottles con-
taining Bronopol preservative (2-bromine-2-nitropropane-1,3- diol
and natamycin). Samples were kept refrigerated and sent to the milk
analysis laboratory (PARLEITE, Curitiba, Parana, Brazil) for
analysis of fat, protein, lactose and total solids.

Milk yield was corrected for 4% fat (FCM4%) and for energy
(ECM) using the following formulae:

FCM4% = (0.4 x milk yield kg) + (15 x fat production kg) ECM
=(0.3273 x milk yield kg)+ (7.65x milk protein kg)

+(12.97 x milk fat kg)

The feed efficiency (FE) for milk yield was obtained using the
following formulas:

(FE) = Milk yield (kg/day) / DMI (kg)

(FE) = FCM4% (kg) / DMI (kg) (FE) =

ECM (kg) / DMI (kg)

pH and VFA ruminal fluid

On the same milk collection days, ruminal fluid was collected via
ruminocentesis in three animals per treatment 4 h after the morning
feeding. The ruminal pH was measured immediately after
collection with a benchtop pH meter. An aliquot of rum- inal fluid
was stored at —80 °C and subsequently used to deter-

mine the concentration of VFA. These were quantified using the
nuclear magnetic resonance hydrogen technique tested by Wang
et al. (2021).

Blood collection and analysis

Blood samples were collected from all cows on d 0, before the sup-
plementation with buffer, and on d 21, 42 and 60 in three tubes: one
containing sodium fluoride to obtain plasma and evaluate glucose
concentrations, a second tube with silica for serum collec- tion for
analyses of urea, albumin, total plasma protein (PPT), paraoxonase
1 (PON1), non-esterified fatty acids (NEFA), and Dbeta-
hydroxybutyrate (BHB) and a third tube containing sodium
heparin for analyses of pH, bicarbonate (HCO3), carbon dioxide
pressure (pCO2), and blood oxygen pressure (pO,). After collec-
tion, the samples were centrifuged at 2000 g for 15 min at room
temperature and serum or plasma were saved into microtubes and
then stored at —80 °C for posterior analyses.

The evaluation of protein metabolism (albumin, PPT and
urea) was determined using a colorimetric kit (Labtest, Belo
Horizonte, Brazil). For energy metabolism, glucose (Labtest, Belo
Horizonte, Brazil), NEFA and BHB (Diasys, Germany)
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concentrations were analysed through colorimetric assay using
commercial kits. The protein and energy profiles of the samples
were determined using the automatic biochemical analyser (Labmax
pleno, Labtest, MG, Brazil). PON1 analysis was per- formed using
a spectrophotometer (Femto, 700 Plus). These para- meters were
evaluated in the metabolism laboratory of NUPEEC/

UFPel. pH, HCO- and blood gas (pCO , pO,) wete evaluated using
a haemogasometry (i-STAT) device immediately after col- lection,
as recommended by the manufacturer.

Faecal pH and starch levels

To assess faecal pH and starch levels, faeces samples were col-
lected from all animals on d O, before the supplementation with
buffer, and on d 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 and 60 of the experi-
ment. Faecal pH was evaluated immediately, and samples were
stored at —80 °C for starch analyses. The starch concentration

was assessed using a EsalqLAB/USP Laboratory and the AACC

Method 76-13.01, AOAC Method 996.11, ICC Standard Method
No. 168, and RACI Standard Method from the Total Starch Kit
(Catalogue Number: AA/AMG — Megazyme International Ireland).

Feed samples

Diet samples were collected twice a week for DM evaluation using
the air fryer method (Nogueira et al., 2021). TMR samples were
frozen for subsequent chemical analyses. Samples were analysed for
concentrations of ash according to AOAC (1995). The crude protein
analysis was performed based on the Kjeldahl method- ology
(AOAC, 1995). The neutral detergent fibre (NDF) analysis and ash-
corrected acid detergent fibre (ADF) were determined according to
Van Soest and Robertson (1985).

Statistical analysis

The results were analysed using the JMP Pro 14 program (SAS
Institute Inc., 2018) by PROC MIXED, considering treatment, time
and interaction as fixed effects and cow as random effects. DMI,
feeding behaviour, animal behaviour, milk production and
composition, pH and volatile fatty acids in ruminal fluid, faecal pH
and starch levels as well as blood sample data were analysed as
repeated measures using the MIXED procedure (JMP Pro 14, SAS).
Statistical significance was considered at P < 0.05 P-values are
presented as Tukey adjusted values. The best covariance struc- ture
was defined by the Akaike information criterion (AIC). Data were
analysed according to the following statistical model:

Yijk = m + Ti + Aj + Pk + TPik + 1lijk,

where Yijk represents the continuous variable; p represents the gen-
eral average; Ti is the fixed effect of the treatment (i = CON x
LITHO); Aj is the random effect of the animal (j =1 to 36); P is the
fixed effect of time (k =1 to 60); Tpik is the fixed effect of the
interaction between treatment i and time k, and €ijk is the ran- dom
error associated with each observation.

Results
Feeding and animal behaviour

The results of DMI, eating time and eating rate are presented in
Table 1. There was no difference in DMI between the treatments (P
> 0.05) suggesting that the different ruminal buffer did not affect the
diet’'s palatability. The CON and LITHO cows consumed
respectively 27.19 £ 0.54 and 26.73 +0.53 kg DM (mean % sem).
However, the eating rate was significantly higher for CON than
LITHO (0.24 +£0.01 vs. 0.20 +0.01 kgDM/min, P <0.01) whereas

Table 1. Intake, eating time, eating rate, milk yield and composition of Holstein cows fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium

calcareum (LITHO)

LSMEANS * se P-value

Parameters CON LITHO Treatment Period TxP
DMI (kg/day) 27.19+ 054 26.73£ 053 0.49 <0.01 0.14
Eating time (min/day) 121.76 £ 5.07° 137.34 + 4.942 0.01 <0.01 <0.01

Eating rate (kgDM/min) 0.24 +0.012 0.20 £ 0.01° <0.01 <0.01 <0.01

Milk yield (kg/day) 38.59+0.71 39.06 + 0.69 0.56 <0.01 0.37
FCM (kg) 37.78 £ 0.82° 40.11 +0.822 0.01 <0.01 0.97
ECM (kg) 41.01+0.85° 43.25£0.85% <0.01 <0.01 0.81
Efficiency — FCM/DMI 1.48 +0.03 159+1.32 <0.01 <0.01 0.23
Efficiency — ECM/DMI 1.62+0.03° 1.71+0.032 <0.01 <0.01 0.28
Fat, kg 1.46 £ 0.03 1.63+0.03? <0.01 <0.01 0.99
Protein, kg 1.19+ 0.02 1.23+0.02 0.50 <0.01 0.24
Fat, % 3.80+0.08° 4.17 £0.082 0.01 0.02 0.65
Protein, % 3.10+0.04 3.14+004 0.50 <0.01 0.10
Total Solids, % 12.27 +0.13° 12.67 £ 0.122 0.03 0.05 0.95
Lactose, % 4.43+0.04 4.42£0.04 0.92 0.46 0.99

T x P, Treatment interaction with period; DMI, dry matter intake; FCM, fat-corrected milk; ECM, energy-corrected milk. Different
superscripts ® denote significant differences (P < 0.05) within a row for the variables/parameter.



the reverse was true for eating time (121.76 £ 5.07 vs. 137.34 + 4.94
min/d). This indicates that the animals in the LITHO group con-
sumed feed at a slower rate but for a longer period.

Other results of feeding behaviour and of animal behaviour are
described in online Supplementary Table S2. There were no differ-
ences between the groups in frequency of access to feeders, daily
number of meals, meal size (kg/meal) and eating duration (min/
meal). However, an interaction was noted between TRTxPeriod in
frequency of access to feeders (P =0.02) and number of meals (P =
0.01) for the animals in the LITHO group, as well as meal size (P =
0.01) and eating duration for cows in the CON group. Treatment did
not affect the time of rumination, activity or idleness.

Production, composition and feed efficiency for milk yield

The effects of treatments, milk yield, milk composition and feed
efficiency for milk yield are presented in Table 1. No differences
were observed between LITHO and CON treatments for milk yield.
However, LITHO exhibited greater (P < 0.01) yield of 4% FCM
and ECM (+2.3 and 2.2 kg/d, respectively) than CON. Milk fat
yield and concentration (P < 0.01) as well as per cent total solids
(P =0.03) were also higher for LITHO than for CON. No
differences were observed in the yield or percentage of either
protein or lactose in the milk.

The feed efficiency (milk/DMI) was not different between
treatments (P > 0.05). However, the efficiency of FCM and ECM
production was greater (P< 0.01) for LITHO than for CON.

Metabolic parameters and acid—base blood balance

The results of metabolic parameters are presented in online
Supplementary Table S3. Treatment did not affect the glucose
or BHB concentrations. Values for NEFA and PON concentra-
tions were numerically (non-significantly) lower in the LITHO
group compared with the values in the CON group. There was no
difference in albumin, PPT, urea, Ca and Mg levels between
treatments (P > 0.05). The results of acid—base blood balance pre-
sented in online Supplementary Table S4, showed no difference in
blood pH, HCOs-, pCO,, or pO, between the groups.

Faecal starch and pH

The results of faecal pH and starch are shown Table 2. Faecal starch
concentrations were not different among treatments, whereas
faecal pH was higher (P=0.02) for LITHO (6.18 + 0.02) than
for CON (6.11 + 0.02).

Ruminal pH and VFA

Ruminal pH and VFA results are presented in Table 3. The treat-
ments had no significant impact on ruminal pH values 4 h after

the morning feeding. In addition, the total proportions of acetate,
propionate and butyrate were not different between treatments.

Discussion

Monitoring feeding behaviour is an important tool for dairy pro-
duction systems, providing important information regarding the
DMI and possible changes in animal health. Additionally, it can be
very helpful for predicting disease, especially when monitoring
animal behaviour using collars (Beauchemin, 2018; Cecim, 2018).
According to Gonzélez et al. (2012), feeding behaviour associated
with a lower ruminal pH due to high dietary starch concentrations is
characterized by a greater feeding rate, less frequent meals due to
increased acid production, lower feed insalivation as well as shorter
chewing and rumination time.

In the present study, the lack of difference in DMI between groups
is consistent with results of Rauch et al. (2012) and Neville et al.
(2019), in which the effect of supplementation with sodium
bicarbonate and Lithothamnium calcareum did not affect the DMI
of dairy cows. Bernard et al. (2014) showed that sodium
bicarbonate increased the DMI in the last weeks of the study
compared to that obtained using Lithothamnium calcareum in cows
at the beginning of lactation. According to Russell and Chow
(1993) and Perez-Ruchel et al. (2014), the increase in  DMI with
supplemental sodium bicarbonate is related to increased ruminal
osmotic pressure which increases the water intake and passage rate.
However, in our work feeding time was greater in the LITHO
group, and the consumption rate was higher for the CON group.
Despite this latter difference, rumination times were within
physiological parameters (Beauchemin, 2018; Cecim, 2018) and
not different between treatments. The mean rumination time of
LITHO and CON were 601.67 £5.02 and

593.93 +4.81 min/d, respectively.

These results show that animals that received diets rich in starch,
which generally decrease rumination time, responded positively to
supplementation with buffers (DeVries et al., 2009; Beauchemin,
2018). The lower consumption rate and longer feed- ing time of our
LITHO cows was beneficial for the digestibility of the diet, as can
be demonstrated by the intestinal buffering, repre- sented by the
higher pH of the faeces in these animals. There was no difference
in faecal starch concentrations between treatments. Starch escaping
digestion is excreted in the faeces and may result in performance
impairment and economic losses. For both treat- ments, values were
within the normal range of faecal starch con- centration (< 3%,
Neiderfer et al., 2020).

According to Erdman (1988), calcium carbonate, magnesium oxide
and limestone have low rumen solubility and can pass to the lower
tract and modify intestinal fermentation resulting in increased
intestinal and faecal pH. Our results are consistent with those of
Neiderfer et al. (2020), who also reported no differ- ence in faecal
starch. Nevertheless, faecal pH was higher for cows

Table 2. Faecal pH and starch concentrations of Holstein cows fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO)

LSMEANS # se P-value
Parameters CON LITHO Treatment Period TxP
Faecal pH 6.11 +0.02° 6.18 + 0.022 0.02 0.21 0.66
Faecal starch % 2.98 £0.38 2.79£0.39 0.71 0.05 0.61

T x P, Treatment interaction with period.

Different superscripts ® denote significant differences (P < 0.05) within a row for the variables/parameter



Table 3. Ruminal pH and molar proportions (mol/100 mol) of individual volatile fatty acids 4 h after the morning feeding from Holstein cows fed diets supplemented

with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO)

LSMEANS + st P-value
Parameters CON LITHO Treatment Period TxP
Ruminal pH 6.80+0.11 6.70£0.11 0.57 0.48 0.56
Acetic acid 62.60 £ 1.21 62.13+1.33 0.56 0.26 0.44
Propionic acid 2298 +1.13 2371+119 0.67 0.43 0.27
Butyric acid 14.42 £ 0.59 14.16 £ 0.74 0.59 0.81 0.99

T x P, Treatment interaction and period.

that received LITHO. Wheeler and Noller (1977) reported increased
pH of the lower gastrointestinal tract and faeces using limestone
supplementation. Clark et al. (1989) showed that the increase in
faecal pH observed with calcium carbonate supple- mentation is
accompanied by a decrease in faecal starch. This inverse correlation
can be explained by improved buffering of the small intestine,
increasing the efficiency of enzymatic starch digestion (Neiderfer et
al., 2020). In the current experiment, faecal starch remained within
acceptable levels. It was not affected by treatment, although
differences in intestinal acid neutralization were evidenced by
increased faecal pH in LITHO animals. However, the low number
of faeces samples analysed for starch may have limited our ability
to observe this correlation.

Milk yield was similar between treatments. However, the yield of
FCM and ECM was higher in the LITHO group compared with the
CON group, which may be due to greater VFA production, as
suggested by studies conducted by Cruywagen et al. (2015) and
Neville et al. (2022), who attributed the greater milk production and
parameters (4% FCM and ECM) in cows supplemented with
Lithothamnium calcareum to an increase in VFAS.

The treatment also had a significant effect on feed utilization
efficiency for milk production. Considering FCM/DMI and
ECM/DMI, efficiency was higher in the LITHO than in the CON
group. This improvement can be attributed to an improve- ment in
milk components. Cruywagen et al. (2015) and Bernard et al. (2014)
reported an improved efficiency of 4% FCM/DMI and ECM/DMI,
respectively, for cows fed with Lithothamnium calcareum compared
to cows fed sodium bicarbonate, and our results are consistent with
these data.

All metabolic parameters were within the physiological refer- ence
range for bovine species (Beigh et al., 2018; Quiroz-Rocha et al.,
2009). Serum concentrations of NEFA are used as indicators of body
fat mobilization and poor metabolic status. Lithothamnium
calcareum supplementation did not affect the serum glucose and
BHB levels in this study. However, serum NEFA showed a
numercial (non-significant) decrease in the LITHO group compared
to that in the CON group, indicating an improvement in energy
utilization.

Serum protein and mineral (Ca and Mg) concentrations were similar
in both groups, which is consistent with the results of Wu et al.
(2015) and Neville et al. (2022). An increase in Ca and Mg
concentrations in the LITHO group could be expected due to the
increased bioavailability of this supplement. However, Cruywagen et
al. (2015) demonstrated that Lithothamnium calcareum is spar- ingly
soluble in water due to its chemical and physical properties,
releasing cations slowly and thereby maintaining the buffer effect for
longer in the ruminal environment. Due to this slower release,

there was no change in the absorption rate, keeping these minerals at
physiological rates in the blood.
The blood acid—base balance was not affected by the treat- ments.
Blood pH is mainly regulated by the respiratory system, which
efficiently provides sufficient CO, to stabilize the pH. An increased
CO, concentration causes increased H* ions and acidity in the
bloodstream. Conversely, a decrease in CO; levels causes blood
alkalinity (Carlson, 1997; Kozloski, 2011). Only a few stud- ies have
evaluated the effects of seaweed on blood characteristics. Wheeler et
al. (1981) reported no difference in blood pH or HCO®* when
assessing the effect of calcium and sodium bicar- bonate levels in
high-concentrate diets for beef cattle. Bigner et al. (1997) found
that sodium bicarbonate and sodium propion- ate effectively
increased the concentration of HCO* and main- tained the blood
pH at 7.4 in acidotic dairy cows. Carvalho et al. (2016) observed
an increase in blood pH of cows supple- mented with Lithothamnium
calcareum compared to that of con- trol cows. Our values for blood
pH, HCO®* and pO, were slightly above the normal range in both
groups. pO; is linked to blood pH, which means as pH increases,
the pressure also increases. Conversely, pCO, decreases as the blood
pH increases (Carlson, 1997; Kozloski, 2011), which did not occur
in the present study. However, based on the blood and ruminal
characteristics we observed, there was no ruminal and metabolic
acidosis in the ani- mals in both groups.
Our results show that the two treatments with buffers did not
alter ruminal pH and were effective in maintaining the ruminal
health. VFA production was also not altered, which possibly con-
tributed to the unaltered glucose concentration. These results are
consistent with the study by Neville et al. (2019), in which cows
supplemented with seaweed (Lithothamnium calcareum) main-
tained an average ruminal pH (over 24 h) similar to that obtained
with sodium bicarbonate.
A difference could be expected in variations in ruminal pH and
VFA production over time, contributing to improvements in
ruminal fermentation and digestibility. The difference observed in
the milk constituents in the LITHO group may have resulted from
this, since because it is more stable and has a slower release of its
constituents (calcite, vaterite, aragonite and dolomite) in the rumen,
Lithothamnium calcareum buffers effectively for a longer period of
time than sodium bicarbonate (Carvalho et al., 2016). In
conclusion, supplementation with Lithothamnium calcar- eum
algae provides an effective alternative to sodium bicarbonate as a
means of preventing rumen acidosis in lactating dairy cows fed a
high starch diet. The results also showed greater feed effi- ciency
when assessed relative to fat- or energy-corrected
production.
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Supplementary Table S1. Ingredients and chemical composition of basal TMR and concentrate of
the experimental diets

Item Treatments?

CON LITHO
Inclusion proportion g/kg/DM
Roughage 460 460
Concentrate 540 540
Ingredient of the TMR g/kg/DM
Water 0.1 0.1
Corn Silage 318.6 318.6
Pre-dried ryegrass 438.6 438.6
Concentrate 896.7 896.7
Sodium bicarbonate 280 -
Lithothamnium calcareum - 102
Ingredient of the Concentrate g/kg/DM
Wholegrain rice bran 126.5 126.5
Milled grain corn 387.5 387.5
Soy hull 169.8 169.8
Soybean meal 228.3 228.3
Bypass protein 50.9 50.9
Livestock Urea 8.2 8.2
Protected Fat 14.0 14.0
Mineral Premix 3.9 3.9
Common salt 10.9 10.9
TMR chemical analysis
DM (g/kg/DM) 464.7 464.7
Mineral Matter (g/kg/DM) 72.6 72.6
Crude Protein (g/kg/DM) 167.6 167.6
Ether extract (g/kg/DM) 45.6 45.6
NDF (g/kg/DM) 326.2 326.2
ADF (g/kg/DM) 198.7 198.7
Starch (g/kg/DM) 292.8 292.8
NFC (g/kg/DM) 388.0 388.0
DCAD meq/100gr 283.7 283.7

DM = dry matter. TMR = totally mixed ration. NDF = neutral detergent fibre. ADF = acid detergent
fibre. NFC = Non fibrous carbohydrates.
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Supplementary Table S2. Feeding behavior and activity of Holstein cows fed diets
supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO)

52

LSMEANS+SE P-value
Parameters CON LITHO Treatment Period TxP
Freg?®. access troughs/day 66.88+4.10 69.20+3.98 0.65 <0.01 0.02
Number of meals (N°/day)  33.18+2.14 33.85+2.07 0.78 <0.01 0.01
Meal size (kg/meal) 1.15+0.05 1.14+0.05 0.99 <0.01 0.01
Eating duration (min/meal)  5.77+0.35 5.75+0.35 0.95 <0.01 <0.01
Rumination (min/day) 593.93+4.81  601.67+5.02  0.27 <0.01 0.15
Activity (min/day) 230.19+8.89  215.29+9.15  0.25 <0.01 0.70
Idle (min/day) 605.28+9.79  615.82+9.48 0.44 <0.01 0.78

®Within a line, different superscript lowercase letters denote significant differences
(P<0.05) among the samples.

LSMEANS =+ standard error of the mean (SE).
TxP = Treatment interaction with period.

Freq = frequency.

Supplementary Table S3. Blood metabolite and mineral concentrations of Holstein
cows fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum

(LITHO)
LSMEANS+SE P-value
Parameters CON LITHO Treatment Period TxP
Total Protein (g/dL) 8.09 £ 0.09 7.87 £0.09 0.10 0.05 0.43
Albumin (g/dL) 2.77+£0.03 2.73+0.03 0.20 0.09 0.60
Urea (mg/dL) 28.39+1.60 28.80+ 1.59 0.84 <0.01 0.12
Glucose (mg/dL) 59.96 £0.76  61.09+0.76 0.29 <0.01 0.44
Calcium (mg/dL) 8.58 £ 0.10 8.52+0.10 0.57 0.19 0.99
Magnesium (mg/dL)  2.24 +0.05 2.26 £ 0.05 0.83 0.75 0.22
NEFA (mmol/L) 0.43£0.03 0.35+0.03 0.07 <0.01 0.76
BHBA (mmol/L) 0.47 £0.02 0.48 +0.02 0.92 0.86 0.13
PON (U/mL) 129.08+4.58  117.56+4.55 0.09 0.07 0.78

TxP = Treatment interaction with period. NEFA = Non-esterified fatty acids. BHBA = Beta-
hydroxybutyrate. PON = Paraoxonase.

Supplementary Table S4. Blood acid base balance of Holstein cows fed diets supplemented with
sodium bicabonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO)

LSMEANS+SE P-value
Parameters CON LITHO Treatment Period TxP
Blood pH 7.46 £0.02 7.45+0.02 0.85 0.23 0.21
HCO3’ 31.91+1.08 30.66 + 1.06 0.46 0.61 0.56
pCO;" 45.02+163 4491+164 0.96 0.08 0.87
pO,’ 72.77+803 7252+7.81 0.98 0.47 0.50

TxP = Treatment interaction with period. HCOg3 = Bicarbonate. pCO2 = Partial carbon dioxide
pressure. pO2 = Partial oxygen pressure.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi estimar a producao de metano (CH4) a partir das proporgdes de 4cidos graxos volateis
(AGV) no fluido ruminal e determinar a sua relagdo com o consumo de matéria seca (CMS) em vacas leiteiras
suplementadas com Lithothamnium calcareum. Seis vacas lactantes multiparas da raca Holandesa, foram
distribuidas em dois grupos experimentais, grupo controle (CON; n=3) suplementada com 1,1% de MS de
bicarbonato de sddio; e grupo Lithothamnium calcareum (LITHO; n=3), com 0,5% da MS de Lithothamnium
calcareum. Coletas de liquido ruminal foram realizadas uma vez por semana para avaliagcdo de pH e AGV.
Diariamente foram registrados o CMS dos animais. A producéo de CHa4 foi estimada através de equagdes baseadas
nas proporgdes de AGV ruminais. Ndo houve diferenga entre o0 CMS (kg/dia), concentracBes de AGV e relagéo
acetato/propionato entre os grupos (P>0,05). O rendimento de metano (g CHa/kg CMS) né&o teve diferenga (P>0,05)
entre os grupos nos modelos de equacéo testados. Nao houve uma correlagdo satisfatoria entre o CMS e o
rendimento de CH4 para animais do o grupo LITHO e CON. Lithothamnium calcareum como aditivo alimentar néo
foi capaz de reduzir a produgéo de CHa, estimada a partir equagdes baseadas nas propor¢des de AGV ruminais.

PALAVRAS-CHAVE: Gés de efeito estufa; mitigacdo de metano; algas marinhas; ruminantes.

ABSTRACT

The aim of this study was to estimate methane (CH4) production from the proportions of volatile fatty acids (VFA)
in ruminal fluid and to determine its relationship with dry matter intake (DMI) in dairy cows supplemented with
Lithothamnium calcareum. Six multiparous lactating Holstein cows were divided into two experimental groups:
control group (CON; n=3) supplemented with 1.1% DM of sodium bicarbonate; and Lithothamnium calcareum group
(LITHO; n=3) supplemented with 0.5% DM of Lithothamnium calcareum. Ruminal fluid was collected once a week
to evaluate pH and VFA. DMI of the animals was recorded daily. CH4 production was estimated using equations
based on ruminal VFA proportions. There was no difference in DMI (kg/day), VFA concentrations and
acetate/propionate ratio between the groups (P>0.05). The methane yield (g CH4/kg DMI) did not differ (P>0.05)
between the groups in the equation models tested. There was no satisfactory correlation between DMI and CH4
yield for animals in the LITHO and CON groups. Lithothamnium calcareum as a feed additive was not able to reduce
CH4 production, estimated from equations based on ruminal VFA proportions.

KEYWORDS: Greenhouse gas; methane mitigation; seaweed; ruminants.

A atividade pecuéria tem entrado no foco das discussBes ambientais nos ultimos anos, devido ao
desmatamento de areas de floresta para implantacdo de pastagens, e por ser responsavel direto pelas
emissdes de gases do efeito estufa (GEE), diéxido de carbono (CO2) e metano (CHa) (SIMANUNGKALIT et
al. 2023). A maior contribuicdo do setor pecuéario provém dos sistemas de producéo de bovinos e ovinos que
séo responsaveis por até 18% do total das emissdes globais dos GEE principalmente na forma de metano
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entérico e da decomposicao do esterco (KINLEY et al. 2020).

O metano entérico € um subproduto natural da fermentag&o de nutrientes no ambiente ruminal, sua
producédo, além de causar impactos ambientais também significa perda da eficiéncia energética da dieta,
afetando diretamente a produtividade animal, representando até 11% da energia bruta dietética consumida
pelos ruminantes (ROQUE et al. 2019).

A manipulacéo da dieta é considerada a estratégia mais direta e eficaz para reduzir as emissdes de
CHa4 dos sistemas de producado de ruminantes (MAIA et al. 2016). Entre elas, o uso de aditivos alimentares e
a suplementac&o com alto teor de concentrado se apresentam eficazes na reducéo de CH4 (EUGENE et al.
2011). Avancos recentes em aditivos alimentares com potencial para mitigar as emissées de metano entérico
direta ou indiretamente inibindo as arqueas metanogénicas vem sendo pesquisados, entre elas, a
suplementacgdo com algas marinhas vermelhas vem tendo resultados satisfatérios devido aos seus compostos
halogenados conhecidos por inibir a metanogénese dependente de cobamida (KINLEY et al. 2020).
Lithothamnium calcareum é uma alga marinha vermelha muito utilizada na alimentacdo de ruminantes como
tamponante do pH ruminal (NEVILLE et al. 2022). No entanto, nenhum estudo observando os efeitos de
Lithothamnium calcareum como aditivo antimetanogénico foi realizado.

As emiss@es de CH4 dos bovinos séo dificeis de medir, dependem de equipamentos caros e pessoas
gualificadas, sendo impraticavel para uso rotineiro em larga escala em fazendas leiteiras (HAMMOND et al.
2015). Dessa forma, algumas alternativas tém sido usadas para prever a producdo de CHa4, com o0 consumo
de matéria seca (CMS), perfil de &cidos graxos do leite (CHARMLEY et al. 2016) e propor¢des de AGV no
fluido ruminal (WILLIAMS et al. 2019). Equa¢bes modelos baseadas no CMS, composicao da dieta, peso
corporal, producdo e composi¢do do leite foram usados por NIU et al. (2018) para prever a producdo de
metano (g/dia) em vacas leiteiras, e WILLIAMS et al. (2019) apresentou equacdes para prever a producao de
metano em vacas leiteiras a partir das propor¢des dos AGV no fluido ruminal incluindo acetato, propionato e
butirato.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi estimar a producdo de metano de vacas leiteiras
da raca Holandés suplementadas com Lithothamnium calcareum como um ingrediente alimentar
antimetanogénico em comparacéo ao bicarbonato de sédio em uma dieta rica em amido, previsto a partir das
proporcdes de AGV no fluido ruminal e determinar a relagédo da produgédo de CHscom o CMS.

Para realizacdo desse estudo foram utilizadas seis vacas Holandesas multiparas em lacta¢do, com
63,74 + 18,63 dias em lactagdo (DEL), pesando 694 + 20 kg (SE), com paridade média de 3 + 0,59 lactacao,
e média de producao de leite pré-experimental 38,83 + 9,29 kg/dia foram usadas no estudo. As vacas foram
mantidas em uma propriedade leiteira comercial na cidade de Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, e
mantidas em um galpdo de sistema de compost barn com cama de maravalha e casca de arroz com acesso
a comedouros automatizados e individuais e agua a vontade. O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas, registrado sob o codigo 13784-2021.

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: Controle (CON) e Lithothamnium
calcareum (LITHO), ambos compostos por trés animais, durante um periodo experimental de 56 dias, sendo
0s grupos manejados conjuntamente durante o periodo experimental. Ambos os tratamentos receberam a
mesma dieta basal como ragéo total misturada (TMR) com uma rela¢do concentrado:volumoso de 54:46% e
29,28% de amido na TMR, as diferengas entre os grupos foram atribuidas a inclusédo de 0,5% da MS da dieta
de Lithothamnium calcareum para o grupo LITHO e para o grupo CON incluido 1,1% da MS da dieta de
bicarbonato de sodio, conforme indicagdo do nutricionista da fazenda, que foram previamente misturados no
cocho a TMR imediatamente antes da oferta.

Diariamente foram obtidos os dados de CMS por meio de comedouros automaticos e individuais.
Para verificar a correlacdo entre o0 CMS com os demais parametros, foi realizada uma média semanal de
CMS, na qual foram consideradas semanas aquelas que apresentassem no minimo cinco dias de consumo
registrados.

Amostras de liquido ruminal foram coletados por ruminocentese 4h apos a alimentagéo matinal no dia
0, antes da suplementagdo com a alga e bicarbonato de sodio, e apds administracéo nos dias 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49 e 56 do experimento. O pH do liquido ruminal foi imediatamente medido usando um Phmetro de
bancada. Amostras do fluido ruminal foram armazenadas a -80 °C e, posteriormente, utilizadas para
determinar as concentracdes de AGV (acetato, propionato e butirato total), sendo quantificada pela técnica
de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio segundo WANG et al. (2021).

Para quantificar o rendimento de metano (RM, g CHa/kg de CMS) foram utilizadas equagbes
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validadas por WILLIAMS et al. (2019), utilizando dados independentes publicados de bovinos leiteiros e de
corte consumindo uma ampla variedade de dietas, que podem ser usadas em pesquisas para estimar a
producdo de metano a partir de dados de AGV. As seguintes equacdes propostas por WILLIAMS et al. (2019)
foram utilizadas:

RM = 4,08 x (acetato / propionato) + 7,05 Equacéo 1
RM = 3,28 x (acetato + butirato) / propionato + 7,6 Equacéo 2
RM = 316 / propionato + 4,4 Equacéo 3

Onde a equacéo 1 é baseada em uma associacdo comumente observada entre producédo de metano
e a proporcao (acetato/propionato). A equacao 2 é baseada em uma associa¢cdo comumente observada entre
a producgédo de metano e (acetato + butirato)/propionato e a equacao 3 € uma simplificacéo das equacdes 1 e
2 (WILLIAMS et al. 2019).

Os resultados foram analisados usando o programa JMP® Pro 14 (SAS Institute inc. 2018-2024) por
meio do PROC MIXED, para CMS, AGV (acetato, propionato e butirato), ralacdo acetato/propionato e
rendimento de CHas, tendo como efeitos fixos o grupo, a coleta e suas interag6es e o animal como efeito
aleatorio. Os dados coletados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e quando o teste de “F” foi
significativo, as médias de tratamento foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). As estruturas de
covariancia (Residual, Unequal Variances, Undtructured, AR(1), Antedependent Equal Variances,
Antedependent) foram testadas e os componentes de variancia foi a que apresentou 0 menor valor no critério
de informacéo Bayesiano, sendo esta utilizada para as andlises de medidas repetidas. A correlacéo entre o
rendimento de CH4 e 0 CMS e as proporc¢des de acetato, propionato e butirato e o CMS foram analisados no
programa JMP® Pro 14, utilizando a Correlagdo de Pearson. Caso haja correlacéo satisfatoria (acima de 0,84)
e significativa (p< 0,05) sera realizado a regresséo linear simples.

A incluséo de Lithothamnium calcareum na TMR de vacas leiteiras neste estudo nao teve efeito (P =
0,15) sobre CMS durante o periodo de tratamento. Também néo teve diferenca no CMS na média semanal
(P = 0,31), pH ruminal (P=0,57), concentra¢cdes totais de acetato, propionato e butirato (P=0,88; P=0,65 e
p=0,62, respectivamente), bem como, a relacdo A/P ndo foram significativamente diferentes entre as dietas
LITHO e CON (2,64 e 2,59 respectivamente, P = 0,77), conforme descritos na Tabela 1.

Tabela 1. CMS, pH ruminal e AGV individual (acético, propibnico, butirico; mol/100 mol de AGV) de vacas
holandesas alimentadas com dietas suplementadas com bicarbonato de sodio (CON) ou Lithothamnium
calcareum (LITHO).

Table 1. DMI, ruminal pH and individual VFA (acetic, propionic, butyric; mol/100 mol VFA) of Holstein cows
fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo! media+EPM? Valor de P
Parametros CON LITHO Grupo
CMS/kg/dia 24,43+1,47 25,89 + 1,47 0,15
CMS/kg/semana 25,63+0,68 26.61 £ 0.66 0,31
pH ruminal 6,79+0,11 6,71+0,11 0,57
Acetato 60,62+1,42 60,33+1,42 0,88
Propionato 24,11+0,74 23,62+0,74 0,65
Butirato 15,14+0,84 15,9240,84 0,52
Acetato/Propionato (Mm) 2,59+0,12 2,64+0,12 0,77

1Grupo: CON = Bicarbonato de sddio; LITHO = Lithothamnium calcareum. 2 Média * erro padrdo da média (EPM).

O rendimento de metano (g CHa/kg CMS) ndo teve diferenca entre os grupos nos trés modelos de
equacao testados (Eq. 1 (P = 0,77), Eq. 2 (P = 0,60), Eq. 3 (P = 0,61)), demonstrando um desempenho
semelhante entre os grupos, conforme demonstrado na Tabela 2.

Os resultados da Tabela 3 demostram que o rendimento de CH4 néo teve uma correlagéo positiva
satisfatoria (acima de 0,84) com o CMS semanal em todos os modelos de equacéo testados (Eq.1: r 0,47),
(Eq.2: r 0,49) e (Eq.3: r 0,49) para o grupo LITHO, embora o valor de P tenha sido significativo (P< 0,05), e
ndo houve significancia entre o rendimento de CHs e o0 CMS semanal no grupo CON. Também n&o houve
uma correlacéo positiva satisfatéria entre o0 CMS semanal com as proporc¢des de acetato (r 0,40, p<0,05) e
uma correlacdo negativa satisfatéria com as propor¢ées de propionato (r -0,47, p<0,05) no grupo LITHO
(Tabela 4).
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Tabela 2. Rendimento de CHs4 (RM) de vacas holandesas alimentadas com dietas suplementadas com
bicarbonato de sédio (CON) ou Lithothamnium calcareum (LITHO).

Table 2. CH4 yield of Holstein cows fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or
Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo! médiotEPM? Valor de P

Parametros CON LITHO Grupo
CHa 1 (g de CH4/kg MS)3 17,64+0,50 17,85+0,50 0,77
CHa 2 (g de CH4/kg MS)* 18,19+0,40 18,49+0,40 0,60
CHa 3 (g de CH4/kg MS)® 17,78+0,38 18,06+0,38 0,61

1Grupo: CON = Bicarbonato de sddio; LITHO = Lithothamnium calcareum. 2 Média + erro padrdo da média (EPM); 3RM =
4,08 x (acetato / propionato) + 7,05; “RM = 3,28 x (acetato + butirato) / propionato + 7,6; SRM = 316 / propionato + 4,4.

Tabela 3. Correlagédo entre 0 CMS semanal e o rendimento de CH4 (RM) de vacas holandesas alimentadas
com dietas suplementadas com bicarbonato de sddio (CON) ou Lithothamnium calcareum (LITHO).

Table 3. Correlation between weekly DMI and CH4 yield of Holstein cows fed diets supplemented with
sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo CON?
Valorder Valor de R2 Valor de P
CMS (semanal) x CH4 12 -0,11 0,01 0,58
CMS (semanal)x CH 23 -0,12 0,01 0,53
CMS (semanal) x CH4 3% -0,12 0,01 0,55
Grupo LITHO?
Valorder Valor de R2 Valor de P
CMS (semanal) x CH4 12 0,47 0,22 0,01
CMS (semanal) x CH4 23 0,49 0,24 <0,01
CMS (semanal) x CHs 34 0,49 0,23 <0,01

1Grupo: CON = Bicarbonato de sédio; LITHO = Lithothamnium calcareum. ?2RM = 4,08 x (acetato / propionato) + 7,05;
3RM = 3,28 x (acetato + butirato) / propionato + 7,6; “RM = 316 / propionato + 4,4.

Tabela 4. Correlagéo entre as propor¢des de acetato, propionato e butirato com o CMS semanal (s) de vacas
holandesas alimentadas com dietas suplementadas com bicarbonato de sddio (CON) ou Lithothamnium
calcareum (LITHO).

Table 4. Correlation between acetate, propionate and butyrate proportions with weekly DMI(s) of Holstein
cows fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo CON?

Valorder Valor de R? Valor de P
Acético x CMS (semanal) -0,12 0,01 0,54
Propionico x CMS (semanal) 0,09 0,01 0,65
Butirico x CMS (semanal) 0,10 0,01 0,60

Grupo LITHO?!

Valor der Valor de R? Valor de P
Acético x CMS (semanal) 0,40 0,16 0,03
Propionico x CMS (semanal) -0,47 0,22 0,01
Butirico x CMS (semanal) -0,28 0,08 0,14

1Grupo: CON = Bicarbonato de sédio; LITHO = Lithothamnium calcareum.

A suplementacdo de algas vermelhas e de dietas ricas em amido rapidamente fermentaveis,
favorecem a producao de propionato, devido ao desvio de hidrogénio para formacéo de propionato, resultando
em menos hidrogénio disponivel para metanogénese, portanto, a relacdo A/P no rimen influéncia na
producdo de CH4 (MORGAVI et al. 2010, KINLEY et al. 2020), sendo essas dietas ricas em concentrado
métodos eficientes para diminuir a producdo de metano entérico (EUGENE et al. 2011).
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SAUVANT & GIGER-REVERDIN (2009) observaram uma diminui¢cdo na producéo de CH4 quando a
proporgéo de concentrado foi >40% do consumo de MS e EUGENE et al. (2011) observou diminuigio das
emissdes entéricas de CH4 em touros confinados suplementados com lipideos extrusados de linhaca
combinados com amido na dieta.

Estudos in vitro demonstraram uma reducdo de 99% de CH4, diminuicdo do acetato e uma maior
concentracao de propionato com a suplementacéo da alga vermelha Asparagopsis taxiformis incluida a 2%
da matéria organica da dieta (MACHADO et al. 2016) e estudos in vivo observaram diminui¢cdo da producéo
de CHa4 em vacas leiteiras em 26,4% e 67,2% com a suplementacéo de 0,5% e 1% da matéria organica de
Asparagopsis armata, respectivamente (ROQUE et al. 2019). No entanto, até onde se sabe, os efeitos da alga
vermelha Lithothamnium calcareum sobre a produc¢@o de CHs4 foram pouco testados em vacas leiteiras
recebendo dietas ricas em amido.

A producao de CH4 de vacas leiteiras pode ser prevista a partir das propor¢des de AGV no rimen
utilizando modelos de equacdes, sendo uma abordagem barata e pratica de estimar as emissdes de metano
(NIU et al. 2018). No presente estudo, o rendimento de CH4 previsto, ndo diferiu entre os tratamentos nos trés
modelos de equacdes testados. No entanto, a producéo de CH4 prevista, em ambos os grupos foi consistente
com os mensurados por métodos tradicionais utilizados para medir a producéo de CHa4, (WILLIAMS et al.
2019), ou seja, os parametros de AGV no fluido ruminal combinados com CMS medido ou estimado, oferecem
uma ferramenta potencial para prever a producédo de CH4 em ruminantes.

A falta de diferenca na produgéo de CH4 entre as dietas LITHO e CON é consistente com a
concentracdo do perfil de AGV, bem como, com a relacdo A/P que foram semelhantes entre 0s grupos,
provavelmente néo alterando a producao liquida de Hz, que é aumentada com a producéo de acetato durante
a fermentacao ruminal, favorecendo a metanogénese, ja a formagao de propionato € uma via competitiva de
utilizacdo de Hz no ramen, reduzindo a disponibilidade de Hz para a metanogénese (CAREGA & DANTAS
2017). Dessa forma, a producdo de CHas é influenciada pelas taxas de producdo de acetato e propionato
ruminal (KINLEY et al. 2020).

Assim como, a suplementac¢éo com Lithothamnium calcareum n&o influenciou o CMS durante os 56
dias de experimento bem como, a produ¢do de AGV e o rendimento de CHas, também ndo houve uma
correlacdo satisfatéria entre o rendimento de CHs com o CMS e as propor¢des de acetato, propionato e
butirato, descordando de WILLIAMS et al. (2019) que demonstrou no seu estudo que o rendimento de metano
foi positivamente relacionado linearmente com as propor¢gfes de acetato e butirato, e o reciproco de
propionato.

Na maioria dos estudos que avaliaram os efeitos de algas vermelhas na mensuracdo de metano, a
producdo de CHjs foi reduzido, sendo relacionado com o aumento na producdo de propionato ruminal e uma
diminuicdo benéfica na relacdo A/P (MACHADO et al. 2016). KINLEY et al. (2020) demonstraram que uma
inclusdo de Asparagopsis taxiformes na TMR de alto grdo em apenas 0,20% da ingestao da matéria organica
(MO), altera o padrao de fermentacéo ruminal com diminuicdo do acetato e 0 aumento do propionato e pode
eliminar fundamentalmente a produgéo entérica de CH4 em comparagéo com a dieta controle em bovinos de
corte. ROQUE et al. (2019) em um estudo com vacas leiteiras Holandesas em lactagdo, usando um TMR
contendo algas marinhas a 1% da ingestéo, relatou uma reducdo de CH4 em 67% e Ll et al. (2018) relatou
reducéo de 80% na producgdo de CHa4 entérico com Asparagopsis oferecido a 3% da ingestdo MO em ovelhas
Merino e uma reducdo no acetato e aumento do propionato ruminal. Esses autores atribuiram esses
resultados ao bromoférmio que é um potente agente antimetanogénico presente nessas algas vermelhas.

Embora Lithothamnium calcareum seja uma espécie de alga vermelha, ndo contém bromoférmio na
sua composi¢do, é composto basicamente de carbonato de célcio e magnésio em uma estrutura polimorfa
semelhante ao favo de mel que propicia um aumento da superficie especifica de atuacdo prolongando o
periodo de acéo (DIAS 2000, NEVILLE et al. 2019), sendo muito utilizado como agente tamponante do pH
ruminal em dietas altamente energéticas assim como o bicarbonato de sodio. No presente estudo, os
resultados de pH ruminal demonstram que as dietas LITHO e CON mantiveram o pH em 6,71 e 6,79
respectivamente, favorecendo as bactérias metanogénicas, que sdo muito sensiveis a alteracées no pH
necessitando que este esteja 0 mais proximo da neutralidade (6,0 a 6,5) (BERCHIELLI et al. 2011), sendo
assim, mesmo sendo fornecida uma dieta com alto amido, a suplementacdo com Lithothamnium calcareum
ndo reduziu a mitigacdo de metano, corroborando o estudo de SIMANUNGKALIT et al. (2023) onde o
rendimento CH4 (g/kg de CMS) de novilhos suplementados com Lithothamnium calcareum foi superior aos de
novilhos do grupo monensina.
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Portanto, pode-se concluir que a suplementacédo de Lithothamnium calcareum em dietas com
alto amido, ndo reduziu a producao estimada de CHa4 entérico, em comparacédo a uma dieta padrao
com bicarbonato de sddio, a partir de equacdes baseadas nas propor¢c8es de acidos graxos volateis
ruminais em vacas Holandesas em lactacao, ademais néo houve relacdo do CMS com a producéo do
gas. No entanto, é necessario que mais estudos sejam realizados para elucidar o efeito de
Lithothamnium calcareum como um aditivo alimentar antimetanogénico para vacas leiteiras, nédo

enfatizando apenas dietas energéticas, mas também outros tipos de dieta.
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Abstract

Rumen buffers are widely used feed additives in dairy cow diets to maintain ruminal
pH within appropriate physiological limits, helping to prevent subacute ruminal acidosis
(SARA). This condition is common in animals fed high-starch diets, which promote intense
ruminal fermentation, leading to a drop in pH, lysis of Gram-negative bacteria, and release of
lipopolysaccharides (LPS). These LPS can translocate through the ruminal wall, reach systemic
circulation, and trigger inflammatory responses, compromising animal health and performance.
Considering the ruminal and inflammatory disturbances associated with high-starch diets,
especially in high-producing dairy cows, this study aimed to evaluate the effect of dietary
supplementation with the marine-derived rumen buffer Lithothamnium calcareum on ruminal
pH and serum levels of iron and hepcidin. Furthermore, the study investigated the correlation
between these indicators and metabolic parameters to explore the potential of iron and hepcidin
as biomarkers of systemic inflammation in animals under diet-induced fermentative challenge.
A total of thirty-six multiparous Holstein dairy cows were assigned to two experimental groups:
the control group (CON; n = 18), supplemented with sodium bicarbonate at 1.1% of dry matter
intake (DMI), and the Lithothamnium calcareum group (LITHO; n = 18), supplemented with
Lithothamnium calcareum at 0.5% of DMI. Ruminal fluid was collected weekly for pH
evaluation. Individual DMI was recorded daily using automatic feeders. Blood samples were
collected on days 0, 21, 42, and 60 of the experiment to determine serum levels of iron,
hepcidin, and other metabolic parameters, including total proteins, albumin, magnesium, total
calcium, urea, glucose, paraoxonase 1 (PON-1), non-esterified fatty acids (NEFA), and beta-
hydroxybutyrate (BHB). No significant differences were observed in serum iron and hepcidin
levels between the experimental groups (P > 0.05). Correlations between serum iron, hepcidin,
and metabolic parameters remained similar across treatments. In both groups, a positive
association between iron and albumin was observed — in the CON group (r = 0.35; P < 0.01)
and in the LITHO group (r = 0.24; P = 0.04). Only in the CON group was a positive correlation
also found between iron and urea (r =0.27; P = 0.02). As for hepcidin, the correlations observed
were of low magnitude and distributed differently between groups. In the LITHO group,
hepcidin was positively correlated with PON-1 (r = 0.34; P = 0.04) and negatively with glucose
(r=-0.36; P =0.02). In the CON group, a positive correlation was observed between hepcidin
and BHB (r = 0.37; P = 0.01). In conclusion, supplementation with Lithothamnium calcareum
in high-starch diets was effective in maintaining ruminal pH within physiologically adequate
levels, without causing significant changes in serum levels of iron and hepcidin compared to

sodium bicarbonate. Nonetheless, the findings highlight the need to further understand the
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regulation of these biomarkers in the context of fermentative and inflammatory challenges,

particularly in high-producing dairy cows.

Keywords: rumen buffer, marine algae, subacute ruminal acidosis, inflammation, inflammatory

biomarkers.

Resumo

TampdBes ruminais sdo aditivos amplamente utilizados na dieta de vacas leiteiras com o
objetivo de manter o pH ruminal dentro de limites fisiologicos adequados, contribuindo para a
prevencdo da acidose ruminal subaguda (SARA). Essa condicdo é frequente em animais
alimentados com dietas ricas em amido, que promovem intensa fermentacao ruminal, levando
aqueda do pH, lise de bactérias Gram-negativas e liberacédo de lipopolissacarideos (LPS). Esses
LPS podem translocar-se através da parede ruminal, alcancar a circulagdo sistémica e ativar
respostas inflamatdrias, comprometendo a salde e o desempenho dos animais. Considerando
os distdrbios ruminais e inflamatorios associados a dietas amilaceas, especialmente em vacas
leiteiras de alta producao, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo com
o tampao ruminal Lithothamnium calcareum sobre o pH ruminal e os niveis séricos de ferro e
hepcidina. Além disso, buscou-se investigar a correlacdo entre esses indicadores e parametros
metabolicos, com o intuito de explorar o potencial do ferro e da hepcidina como biomarcadores
de inflamacé&o sistémica em animais submetidos a desafios fermentativos induzidos pela dieta.
Para a realizacdo do estudo, trinta e seis vacas lactantes multiparas da raca Holandesa foram
distribuidas em dois grupos experimentais: grupo controle (CON; n=18), suplementado com
bicarbonato de sddio a 1,1%/kg de matéria seca, e grupo Lithothamnium calcareum (LITHO;
n=18), suplementado com Lithothamnium calcareum a 0,5%/kg de matéria seca. Coletas de
liquido ruminal foram realizadas semanalmente para avaliacdo do pH. O consumo individual
de matéria seca foi registrado diariamente por meio de alimentadores automaticos. Amostras
de sangue foram coletadas nos dias 0, 21, 42 e 60 do experimento para determinacdo dos niveis
séricos de ferro, hepcidina e outros parametros metabdlicos, incluindo proteinas totais,
albumina, magnésio, calcio total, ureia, glicose, paraoxonase 1 (PON-1), acidos graxos ndo
esterificados (NEFA) e betahidroxibutirato (BHB). N&o foram observadas diferencas
significativas nos niveis séricos de ferro e hepcidina entre os grupos experimentais (P > 0,05).
As correlagdes entre o ferro sérico, hepcidina e os parametros metabolicos mantiveram-se
semelhantes entre os tratamentos. Em ambos os grupos, verificou-se associagdo positiva entre
ferro e albumina no grupo CON (r = 0,35; P < 0,01) e no grupo LITHO (r = 0,24; P = 0,04).
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Apenas no grupo CON, o ferro também apresentou correlagdo positiva com a ureia (r = 0,27; P
=0,02). Quanto a hepcidina, as correlagdes observadas foram de baixa magnitude e distribuidas
de forma distinta entre os grupos. No grupo LITHO, a hepcidina correlacionou-se
positivamente com a PON-1 (r = 0,34; P = 0,04) e negativamente com a glicose (r = -0,36; P =
0,02). No grupo CON, observou-se correlagdo positiva entre hepcidina e BHB (r = 0,37; P =
0,01). Conclui-se, portanto, que a suplementacdo com Lithothamnium calcareum em dietas
ricas em amido foi eficaz na manutencao do pH ruminal em niveis fisiologicamente adequados,
sem promover alteracbes significativas nos niveis séricos de ferro e hepcidina quando
comparada ao uso de bicarbonato de sodio. Ainda assim, os resultados indicam a necessidade
de aprofundar a compreensao sobre a regulacdo desses biomarcadores no contexto de desafios

fermentativos e inflamatdrios, particularmente em vacas leiteiras de alta producéo.

Palavras-chave: tamp&o ruminal, algas marinhas, acidose ruminal subaguda, inflamacao,

marcadores inflamatorios.

Introducéo

A utilizacdo de dietas altamente energéticas, caracterizadas por elevado teor de amido e
baixo teor de fibras, é uma estratégia amplamente adotada para maximizar a producédo de vacas
leiteiras, sobretudo durante o inicio e o pico da lactacdo (Srivastava et al., 2021). No entanto,
esse tipo de alimentacdo pode impactar negativamente a dindmica ruminal, resultando na
reducdo do pH e em altera¢des na producdo e composicao dos acidos graxos volateis (AGV),
essenciais para a saude e o desempenho dos ruminantes (Mu et al., 2023).

A reducdo do pH ruminal aumenta o risco de desenvolvimento da acidose ruminal
subaguda (SARA), um distarbio que compromete a producao, a salde e o bem-estar dos animais
(Golder et al., 2023). Além disso, a SARA reduz a eficiéncia na utilizacdo de nutrientes,
prejudica a digestdo microbiana — especialmente de fibras — no rdmen e intestino, e
frequentemente desencadeia um processo inflamatorio sistémico (Voulgarakis et al., 2023). A
inflamacdo sistémica induzida pela SARA ocorre quando a acidificagdo ruminal, associada a
liberacdo de toxinas provenientes da morte de microrganismos ruminais, aumenta a
permeabilidade do epitélio ruminal e intestinal. Esse aumento permite a translocacdo dessas
toxinas para a circulagéo sistémica (Plaizer et al., 2018; Nasrollahi, 2023). Uma vez na corrente
sanguinea, essas toxinas ativam a cascata pro-inflamatéria, estimulando a secrecdo de
marcadores inflamatdrios, como proteinas de fase aguda, interleucinas (IL-1, IL-6) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (Plaizer et al., 2008, 2018).
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O diagnostico da SARA pode ser realizado por meio da mensuragdo direta do pH
ruminal, da observacéo de alteragcbes no comportamento animal (Beauchemin, 2018) e por meio
de exames bioguimicos indicativos de processos inflamatorios, como a dosagem de proteinas
de fase aguda (PFA), que sdo altamente sensiveis a presenca de inflamacdo. No entanto, a
avaliacdo desses marcadores apresenta custo elevado, o que pode limitar sua aplicagdo em larga
escala (Thomas et al., 2016).

O ferro € um micronutriente essencial tanto para 0s organismos animais quanto para 0s
microrganismos patogénicos. Nos animais, ele participa de processos fundamentais como
transporte de oxigénio, atividade enzimética, metabolismo energético e sintese de DNA (Erkilic
et al., 2016). Ao mesmo tempo, o ferro é crucial para a proliferacdo e viruléncia de diversas
bactérias, por ser cofator de maltiplas enzimas microbianas (Nemeth & Ganz, 2023). Assim, 0
organismo do hospedeiro desenvolveu mecanismos especificos para regular a disponibilidade
de ferro durante processos infecciosos e inflamatdrios (Zebelli et al., 2010).

Durante inflamacgdes agudas ou cronicas, as concentracdes séricas de ferro tendem a
diminuir, fenémeno conhecido como hipoferremia da inflamacéo, resultado da ativacdo da
resposta de fase aguda (Baydar & Dabak, 2014). A principal reguladora dessa homeostase é a
hepcidina, uma proteina peptidica produzida pelos hepatécitos, cuja expressdo é fortemente
estimulada pelas citocinas inflamatdrias interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1 (IL-1) (Erkilic et
al., 2016; Nemeth & Ganz, 2023). A hepcidina se liga a ferroportina, proteina transportadora
responsavel pela exportacdo de ferro dos enterdcitos, macréfagos e hepatdcitos para a
circulacdo sistémica (Murakami et al., 2023). ApOs essa ligacdo, a ferroportina sofre
internalizacdo, ubiquitinacdo e degradacdo, resultando na retengdo do ferro dentro das células
e na reducdo da sua disponibilidade plasmatica (Murakami et al., 2023).

Esse bloqueio no fluxo de ferro para o plasma limita sua utilizacdo na eritropoiese e
pode levar a anemia da inflamacdo ou anemia por infeccdo, caracterizada pela baixa
disponibilidade de ferro para a sintese de hemoglobina, apesar de haver reservas corporais
adequadas, adicionalmente, durante processos infecciosos, o organismo intensifica estratégias
para restringir ainda mais o acesso do ferro aos patdgenos (Nemeth & Ganz, 2023).

Diversas proteinas participam desse processo de sequestro do ferro: a transferrina
circula no plasma transportando ferro ligado, enquanto a lactoferrina, liberada principalmente
por neutréfilos ativados, se liga ao ferro livre nos tecidos inflamados, tornando-o indisponivel
para bactérias (Murakami et al., 2023). A haptoglobina, outra proteina de fase aguda, se liga a
hemoglobina liberada apds lise de hemacias, evitando que o ferro seja acessado por

microrganismos. Em contrapartida, muitas bactérias secretam sideroforos, moléculas com alta
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afinidade por ferro, como estratégia para sequestrar esse mineral do hospedeiro. No entanto, 0s
mamiferos podem neutralizar esses sideroforos bacterianos por meio da siderocalina (ou
lipocalina-2), uma glicoproteina produzida no figado, baco e macréfagos, que se liga aos
sideroforos e impede o reaproveitamento do ferro pelas bactérias (Murakami et al., 2023;
Nemeth & Ganz, 2023).

Por fim, vale destacar o papel dos macro6fagos na reciclagem do ferro, a partir da
fagocitose de eritrocitos envelhecidos. O ferro liberado da hemoglobina é exportado via
ferroportina e retorna a circulacdo, contudo, na vigéncia de inflamacdo, esse fluxo €
interrompido pela acdo da hepcidina, impedindo a liberagéo do ferro reciclado (Murakami et
al., 2023). Em animais saudaveis, a producdo de hepcidina é regulada por mecanismos como a
disponibilidade de ferro, hipdxia e demanda eritropoiética. Ja em estados inflamatorios,
predomina a sinalizacdo mediada por IL-6 e IL-1, levando ao aumento da hepcidina, supressao
da ferroportina, hipoferremia e comprometimento da eritropoiese (Erkilic et al., 2016; Nemeth
& Ganz, 2023).

Dessa forma, a reducdo das concentracfes séricas de ferro, associada a elevacdo dos
niveis de hepcidina, tem sido relacionada a presenca de infeccGes, inflamacdes e estresse
oxidativo em diferentes espécies, como humanos (Suega et al., 2019), camundongos (Pagani et
al., 2011), cées, gatos (Chikazawa & Dunning, 2016; Qasim & Badawi, 2023) e éguas (Satué
et al., 2023). No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos que avaliam a relacdo entre ferro sérico
e hepcidina como ferramenta diagnéstica para inflamacdo aguda em bovinos (Erkilic et al.,
2016). A dosagem de ferro sérico, por ser de baixo custo e de facil aplicacdo, apresenta potencial
para ser utilizada como marcador inflamatério alternativo, contribuindo para a avaliagdo da
salde do rebanho (Murakami et al., 2023).

Com o intuito de prevenir a SARA e o desenvolvimento de inflamacdo sistémica nos
animais, tampdes ruminais sdo comumente adicionados a dietas altamente energéticas.
Lithothamnium calcareum é uma alga marinha que tem sido amplamente estudada nos Gltimos
anos pelo seu potencial em promover a sadde ruminal (Neville et al., 2019; Neville et al., 2022).
Neste estudo, levantamos a hipOtese de que vacas suplementadas com Lithothamnium
calcareum e desafiadas com uma dieta rica em amido apresentardo um tamponamento eficaz
do pH ruminal, o que contribuira para a prevencdo de processos inflamatérios e para a
manutencg&o dos niveis séricos de ferro e hepcidina.

Dessa forma, considerando os distdrbios ruminais e inflamatérios desencadeados por
dietas ricas em amido, especialmente em vacas leiteiras de alta producéo, este estudo teve como

objetivo avaliar o efeito da suplementacdo com o tampdo ruminal de origem marinha
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Lithothamnium calcareum sobre o pH ruminal e os niveis séricos de ferro e hepcidina, além de
investigar a correlagdo entre esses parametros e indicadores metabdlicos. A proposta visa
explorar o potencial do ferro e da hepcidina como biomarcadores de inflamacéo sistémica em

animais submetidos a desafios nutricionais fermentativos.

Materiais e métodos

Animais, desenho experimental e tratamento

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Pelotas, registrado sob o numero 13784-2021. A pesquisa foi
conduzida em uma propriedade leiteira comercial localizada no municipio de Rio Grande,
estado do Rio Grande do Sul, Brasil, nas coordenadas geograficas 32°16'S e 52°32'0.

Foram utilizadas 36 vacas da raca Holandesa, multiparas, com 63,74 + 18,63 dias em
lactacdo (DEL), peso médio de 694 + 20 kg, paridade média de 3 £ 0,59 lactacdes e producdo
de leite pré-experimental de 38,83 + 9,29 kg/dia. As vacas foram mantidas em um galpdo com
sistema compost barn, com cama composta por maravalha e casca de arroz, e tiveram acesso a
alimentadores automatizados e individuais (Intergado®, Minas Gerais, Brasil), aléem de agua
ad libitum.

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Controle
(CON) e Lithothamnium calcareum (LITHO), ambos compostos por 18 animais, durante um
periodo experimental de 60 dias. Os grupos foram manejados conjuntamente ao longo de todo
0 experimento. Ambos 0s grupos receberam a mesma dieta basal, fornecida na forma de racao
total misturada (TMR) (Tabela 1), com relacdo concentrado:volumoso de 54:46% e teor de
amido de 29,28%. A diferenca entre os tratamentos consistiu na inclusdo de Lithothamnium
calcareum a 0,5% da matéria seca (MS) da dieta no grupo LITHO, enquanto o grupo CON
recebeu 1,1% da MS da dieta em bicarbonato de sddio, conforme recomendacdo do
nutricionista da fazenda. Ambos os tamponantes foram previamente incorporados a TMR antes

da oferta no cocho.

Consumo de matéria seca (CMS), analises de sangue e liquido ruminal
Diariamente, os dados de consumo individual de matéria verde (kg/dia) foram
registrados por meio dos alimentadores automatizados (Intergado®, Minas Gerais, Brasil),

sendo posteriormente convertidos em consumo de matéria seca (CMS, kg/dia).
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Amostras de sangue foram coletadas por pungdo no complexo arteriovenoso coccigeo
utilizando sistema a vacuo (Vacutainer®, BD Diagnostics, Sdo Paulo, Brasil) nos dias 0 (antes
do inicio da suplementacdo com os tamponantes), 21, 42 e 60 do experimento. As amostras
foram utilizadas para analise das concentracdes sericas de ferro, hepcidina, proteinas
plasméticas totais (PPT), albumina, magnésio, célcio total, ureia, paraoxonase 1 (PON-1),
acidos graxos ndo esterificados (NEFA) e beta-hidroxibutirato (BHB). As concentracGes de
ferro, proteinas totais, albumina, magnésio, calcio, ureia, glicose, NEFA e BHB foram
mensuradas em analisador bioguimico automatico (Labmax Plenno, Labtest®, Minas Gerais,
Brasil), utilizando kits comerciais e seguindo as recomendagdes do fabricante (Labtest®, Minas
Gerais, Brasil). A analise da PON-1 foi realizada utilizando um espectrofotémetro (Femto, 700
Plus) e a concentracdo de hepcidina foi determinada por meio do método ELISA (ELK
Biotechnology, Wuhan, China).

Amostras de liquido ruminal foram coletadas por ruminocentese de trés animais por
grupo, realizadas quatro horas ap6s a alimentacdo matinal nos dias 0 (antes da suplementacéao
com alga e bicarbonato de sodio), 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 e 60 do experimento. O pH do
liquido ruminal foi medido imediatamente apos a coleta, utilizando um medidor de pH de
bancada (pHmetro AKSO® PY-41, Sdo Leopoldo, Brasil).

Amostras da dieta foram coletadas duas vezes por semana para avaliacdo da matéria
seca (MS), determinada conforme a técnica descrita por Nogueira et al. (2021). As amostras da
TMR foram analisadas quanto ao teor de matéria organica e cinzas, de acordo com 0s métodos
descritos pela AOAC (1995). A anélise de proteina bruta (PB) foi realizada com base na
metodologia de Kjeldahl (AOAC, 1995). As analises de fibra em detergente neutro (FDN) e
fibra em detergente acido (FDA), ambas corrigidas para cinzas, seguiram o método proposto
por Van Soest e Robertson (1985).

Analise dos dados

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico RStudio, por meio de
modelos mistos (mixed models), considerando como efeitos fixos o grupo experimental, o
momento das coletas e a interagdo entre esses fatores, para as variaveis pH ruminal, ferro e
hepcidina.

Tambeém foi realizada analise de correlagédo bivariada entre os parametros metabélicos
(ferro, hepcidina, proteinas totais, aloumina, magnésio, célcio total, ureia, glicose, NEFA e

BHB). A significancia estatistica foi considerada quando P < 0,05.
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Resultados

Os resultados dos efeitos da suplementagdo com Lithothamnium calcareum e
bicarbonato de sddio sobre o0s niveis séricos de Ferro e hepcidina estdo apresentados na Tabela
2. Além disso, a evolucdo desses parametros ao longo das coletas esté ilustrada nas Figuras 1
(ferro) e 2 (hepcidina). Os valores de pH ruminal, medidos quatro horas apds a alimentacéo
matinal, ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos LITHO e CON (6.70 £ 0.11
e 6.80 + 0.11, respectivamente; P > 0,05).

As correlacbes entre os niveis séricos de ferro e hepcidina com os parametros
metabdlicos estdo apresentadas na Tabela 3 (grupo LITHO) e na Tabela 4 (grupo CON).

As concentracGes séricas de ferro e hepcidina ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (P > 0,05), indicando que a
substituicdo do bicarbonato de sodio por Lithothamnium calcareum ndo promoveu alterac6es
relevantes nesses biomarcadores. As correlagdes entre os niveis séricos de ferro e os parametros
metabdlicos mantiveram-se semelhantes entre os tratamentos. Destaca-se a associagdo positiva
entre ferro e albumina, observada tanto no grupo controle (r = 0,35; P < 0,01) quanto no grupo
suplementado com alga (r = 0,24; P = 0,04), sugerindo uma possivel relagdo entre o status ferro-
proteico e a integridade funcional hepéatica. No grupo controle, o ferro também apresentou
correlagdo positiva com a ureia (r = 0,27; P = 0,02), o que pode refletir a dindmica do
metabolismo proteico, embora sem indicios de relevancia clinica.

Quanto a hepcidina, as correlagdes identificadas foram de baixa magnitude e
distribuidas de forma distinta entre os tratamentos. No grupo suplementado com
Lithothamnium calcareum, observou-se correlagdo positiva com a paraoxonase-1 (PON-1) (r =
0,34; P = 0,04) e negativa com a glicose (r = -0,36; P = 0,02), enquanto no grupo controle a
hepcidina correlacionou-se positivamente com os niveis de B-hidroxibutirato (BHB) (r = 0,37;
P = 0,01). Apesar da significancia estatistica, a fraca intensidade dessas associacfes e a
permanéncia dos valores dentro dos intervalos fisiologicos sugerem que tais correlagdes
refletem flutuacbes metabdlicas sutis, sem implicacGes clinicas evidentes ou efeitos patologicos

decorrentes da intervencdo nutricional.

Discussao

A alimentacdo de vacas leiteiras com dietas ricas em amido, sem um tamponamento

adequado do ramen, eleva o risco de ocorréncia de acidose ruminal. Esse desequilibrio no



69

ambiente ruminal leva & morte de bactérias Gram-negativas, resultando na liberacdo de
lipopolissacarideos (LPS) no fluido ruminal. Os LPS podem atravessar a parede do rimen e
alcancar a circulacéo portal, desencadeando uma resposta inflamatoria sistémica de fase aguda
(Guo et al., 2022). No entanto, ainda sdo escassas as informacGes sobre os efeitos dessa
inflamacédo sistémica, decorrente da acidose ruminal, sobre a hepcidina e o metabolismo do
ferro, bem como sua correlagcdo com parametros metabdlicos (Ganz & Nemeth, 2012; Wysocka
et al., 2020).

No estudo de Zebelli et al. (2010), foram observadas concentragcdes plasmaticas
reduzidas de célcio, ferro e zinco durante a resposta inflamatoria em vacas, alteracfes estas
associadas ao aumento de LPS ruminal induzido pela maior ingestdo de concentrado. De
maneira semelhante, Antanaitis et al. (2019) relataram uma reducédo nas concentrac@es de ferro
em vacas com SARA, em comparagdo com animais clinicamente sadios. Além disso, Tsukano
et al. (2019, 2020) demonstraram que as concentracdes sericas de ferro diminuiram
significativamente em bovinos de corte acometidos por doencas respiratorias e em bezerros nas
primeiras 24 horas ap6s a descorna. Da mesma forma, Baydar e Dabak (2014) relataram
diminuicdo na concentracao sérica de ferro em vacas com mastite e com reticulo-pericardite
traumatica, em comparacdo com animais saudaveis. Complementarmente, Murakami et al.
(2023) observaram valores séricos inferiores de ferro em vacas com doencas inflamatdrias.
Coletivamente, esses estudos sugerem que a analise sérica de ferro pode representar uma
ferramenta Gtil no diagnostico de processos inflamatérios em bovinos.

No presente estudo, vacas dos grupos LITHO e CON, ambas recebendo dietas ricas em
amido, ndo apresentaram alteracfes nas concentracdes séricas de ferro, mantendo também o pH
ruminal dentro dos valores fisiologicos. Esses resultados sugerem que ambos 0s tratamentos
foram eficazes no controle da SARA, ndo desencadeando resposta inflamatdria nos animais. As
concentracdes fisiologicas observadas de ferro e hepcidina, aliadas a auséncia de correlacao
significativa entre esses metabdlitos, reforcam a inexisténcia de um processo inflamatério
sistémico nos grupos experimentais. Adicionalmente, foi observada uma correlagcdo positiva
entre ferro e albumina em ambos os grupos. Considerando que a albumina é uma proteina de
fase aguda negativa, cujos niveis tendem a diminuir na presenca de inflamacao (Saco & Bassols,
2023), sua manutencdo dentro dos valores fisioldgicos apoia a auséncia de resposta
inflamatoria.

Da mesma forma que os niveis séricos de ferro, ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de hepcidina entre os grupos avaliados. Esse achado pode estar

relacionado ao fato de que todos os animais apresentavam-se clinicamente saudaveis e dentro
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dos parametros fisiologicos da espécie, sugerindo uma condi¢do de homeostase metabdlica e
auséncia de processos inflamatorios sistémicos relevantes. Embora ainda existam poucos
estudos voltados a avaliacdo da hepcidina como marcador inflamatério em ruminantes,
evidéncias crescentes demonstram que sua sintese é estimulada durante condicdes patologicas
associadas a inflamagcdo, principalmente por meio da ativagdo da via da interleucina-6 (I1L-6)
(Nemeth & Ganz, 2023).

Em contextos inflamatdrios, ocorre um aumento na concentracao sistémica de IL-6, a
qual estimula os hepatdcitos a produzirem hepcidina. Essa, por sua vez, atua blogueando a saida
de ferro das células — como hepatdcitos, enterdcitos e macrofagos — ao se ligar a ferroportina,
proteina responsavel pela exportacéo de ferro para o plasma. Com essa ac¢do, a hepcidina reduz
a disponibilidade sistémica de ferro, limitando o acesso desse micronutriente essencial aos
patdgenos, contribuindo assim para o controle da replicacdo microbiana. Estudos em
ruminantes corroboram esse papel da hepcidina como reguladora imunometabdlica: Basbugan
et al. (2019) relataram aumento de seus niveis em bovinos com theileriose; Sevgisunar e
Sahinduran (2021) observaram o mesmo em cabras com paratuberculose; e Dortkardes e
Sahinduran (2020) relataram elevacdo da hepcidina em bezerros com pneumonia viral. Esses
dados reforcam a hipdtese de que a hepcidina atua como elo entre os sistemas imunoldgico e
ferro-regulatorio (Ganz & Nemeth, 2012). Portanto, a auséncia de varia¢des nos niveis de
hepcidina no presente estudo reforca o carater fisiologico das condigcdes observadas e sugere
gue, na auséncia de um desafio inflamatorio, esse horménio permanece estavel, mesmo frente
a alteracdes metabdlicas discretas.

Uma correlacdo positiva fraca entre as concentracdes de hepcidina e alguns parametros
metabolicos foi observada, sendo essa associacdo positiva com a PON-1 e negativa com a
glicose no grupo LITHO. No grupo CON, a hepcidina apresentou correlagdo positiva com o
BHB. Apesar dessas associacdes, todos 0s metabolitos avaliados permaneceram dentro dos
limites fisiologicos estabelecidos para a espécie bovina (Kaneko et al., 2008), o que sugere que
tais correlacdes nao refletem alteracfes patoldgicas, mas possivelmente indicam variacdes
individuais ou adaptacfes metabolicas sutis. A correlagdo com a PON-1 pode estar relacionada
a interagdo entre a homeostase do ferro e 0os mecanismos antioxidantes, uma vez que essa
enzima esta envolvida na defesa contra o estresse oxidativo (Ferretti et al., 2010; Taha et al.,
2016). Ja a correlacdo negativa com a glicose pode refletir algum grau de regulacéo cruzada
entre 0 metabolismo energético e a sintese de hepcidina, ainda que os mecanismos exatos
permanecgam pouco esclarecidos em ruminantes (Ganz & Nemeth, 2012). A associa¢do com 0

BHB, um importante marcador do metabolismo lipidico, reforca a hipdtese de que a hepcidina
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possa ser modulada ndo apenas por fatores inflamatorios, mas também por alteracGes no perfil
metabdlico, mesmo em situacdes fisiologicas (Nemeth & Ganz, 2023). Esses achados destacam
a complexidade da regulacéo da hepcidina e sua potencial sensibilidade a variacbes metabdlicas
discretas, reforcando a necessidade de mais estudos para elucidar suas interagdes em ruminante.

Os resultados do presente estudo sugerem que tanto o Lithothamnium calcareum quanto
o0 bicarbonato de sodio foram eficazes no controle do desenvolvimento da SARA e ha prevencao
da translocacdo de endotoxinas para a circulacdo sanguinea. No entanto, sdo necessarias mais
pesquisas para confirmar esses achados e compreender melhor os mecanismos envolvidos. Os
efeitos positivos do Lithothamnium calcareum sobre o pH ruminal ja foram relatados por
Cruywagen et al. (2015) e Neville et al. (2019). Além disso, O'Gorman et al. (2012)
descreveram os efeitos anti-inflamatorios dessa alga em roedores, e Neville et al. (2022)
observaram reducdo nos niveis de proteinas de fase aguda em vacas leiteiras suplementadas
com Lithothamnium calcareum. Esses dados contribuiram para a formulacdo da hipotese de
que o Lithothamnium calcareum seria eficaz no controle da SARA e na prevencdo da

translocacéo de endotoxinas, mantendo os niveis séricos de hepcidina e ferro inalterados.
Concluséo

Conclui-se que a suplementagdo com Lithothamnium calcareum em dietas ricas em
amido para vacas leiteiras ndo resultou em diferengas nas concentragdes de ferro e hepcidina
em comparagdo ao grupo controle suplementado com bicarbonato de sodio. Esses achados
sugerem que ambos os tampdes foram igualmente eficazes no controle da SARA e na prevencéo
de processos inflamatdrios associados. No entanto, investigacfes adicionais sdo necessarias
para confirmar esses resultados e elucidar com maior profundidade os mecanismos de acéo

envolvidos.
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Tabela 1. Ingredientes da racédo total misturada (TMR), do concentrado e composi¢éo quimica

da TMR basal das dietas experimentais.

Item Tratamento®
CON LITHO
Porcentagem de incluséo %
Forragem 46 46
Concentrado 54 54
Ingredientes da TMR Kg/MS
Silagem de milho 8,602 8,602
Pre-secado de azevem 3,139 3,139
Concentrado 13,916 13,916
Inclusdo dos tratamentos Kg/MS
Bicarbonato de sédio 0,280 -
Lithothamnium calcareum - 0,102
Ingredientes do Concentrado %
Farelo de arroz integral 12,65 12,65
Milho grdo moido 38,75 38,75
Casca de soja 16,98 16,98
Farelo de soja 22,83 22,83
Soypass 5,09 5,09
Ureia Pecuaria 0,82 0,82
Gordura Protegida 1,40 1,40
Mineral Premix 0,39 0,39
Sal comum 1,09 1,09
Analise quimica da TMR %
MS? 46,47 46,47
MM3 7,26 7,26
PB* 16,76 16,76
EE® 4,56 4,56
FDN® 32,62 32,62
FDA’ 19,87 19,87
Amido 29,28 29,28
CNF® 38,80 38,80
Tratamento: CON = Bicarbonato de Sédio; LITHO = Lithothamnium calcareum;?MS= Matéria seca; MM

= Matéria mineral; PB = Proteina Bruta; °EE = Extrato etéreo; ®°FDN = Fibra Detergente Neutro; 'FDA =

Fibra Detergente Acido; 8CNF = Carboidratos n&o fibrosos.
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Tabela 2. pH ruminal e concentracbes de Ferro e hepcidina sérica de vacas Holandesas
alimentadas com dieta contendo 29,28% de amido, suplementadas com Lithothamnium
calcareum (LITHO) ou Bicarbonato de sodio (CON).

Tratamento média+EP? Valor de P
Parametros LITHO CON Grupo Coleta Grupo*coleta
pH ruminal 6.70£0.11 6.80 £0.11 0.57 0.48 0.56
Ferro (ug/dL) 142.58+6.41 136.15+6.47 0.57 0,17 0,70

Hepcidina (ng/mL) 1.47+0.19 1.47+0.19 0.47 0,62 0,51
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Tabela 3: Correlacdo de ferro e hepcidina com pardmetros metabdlitos em vacas leiteiras em

lactacdo suplementadas com Lithothamnium calcareum.

Ferro Hepcidina

Parametro P R P r

PPT 0,75 -0,039 0,75 0,054
Albumina 0,04 0,243 0,57 0,094
Magnésio 0,07 0,221 0,87 0,028
Célcio total 0,16 0,179 0,06 -0,328
Ureia 0,85 -0,023 0,33 0,162
Glicose 0,84 -0,023 0,02 -0,367
NEFA 0,85 -0,022 0,76 0,051
BHB 0,85 -0,023 0,17 0,219
PON-1 0,87 -0,020 0,04 0,347
Ferro <0,01 1,000 0,34 -0,152
Hepcidina 0,34 -0,152 <0,01 1,000

Abreviagdes: Proteina Plasmatica Total (PPT (g/dL), acidos graxos ndo esterificados (NEFA (mmol/L), B-

hidroxibutirato (BHB (mg/dL), paraoxonase 1 (PON-1).
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Tabela 4: Correlacdo de ferro e hepcidina com pardmetros metabdlitos em vacas leiteiras em

lactacdo suplementadas com Bicarbonato de sddio.

Ferro Hepcidina

Parametro P R P r

PPT 0,82 -0,287 0,67 0,074
Albumina <0,01 0,356 0,72 0,058
Magnésio 0,24 0,146 0,48 0,118
Calcio total 0,44 0,094 0,11 0,257
Ureia 0,02 0,279 0,87 -0,027
Glicose 0,58 -0,067 0,84 0,032
NEFA 0,17 -0,172 0,95 0,001
BHB 0,34 0,118 0,01 0,373
PON-1 0,88 0,019 0,34 0,170
Ferro <0,01 1,000 0,28 0,173
Hepcidina 0,28 0,173 <0,01 1,000

Abreviagdes: Proteina Plasmatica Total (PPT (g/dL), acidos graxos ndo esterificados (NEFA (mmol/L), B-

hidroxibutirato (BHB (mg/dL), paraoxonase 1 (PON-1).
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Figura 1: Efeitos da suplementa¢do com Lithothamnium calcareum (LITHO) e bicarbonato de so6dio

(CON) sobre os niveis séricos de ferro ao longo das coletas.
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Figura 2: Efeitos da suplementagdo com Lithothamnium calcareum (LITHO) e bicarbonato de sodio

(CON) sobre os niveis séricos de hepcidina ao longo das coletas.
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5 Consideracdes Finais

O presente estudo investigou os efeitos da suplementacdo com Lithothamnium
calcareum em vacas leiteiras alimentadas com dietas ricas em amido, com foco na
estabilidade ruminal, resposta inflamatoria sistémica, desempenho produtivo e

emissao estimada de metano entérico.

A suplementacdo com Lithothamnium calcareum demonstrou eficacia na
manutencdo da estabilidade do pH ruminal, com desempenho comparavel ao do
bicarbonato de sodio, tamponante convencionalmente utilizado. A inclusédo de
Lithothamnium calcareum ndo comprometeu a fermentacdo ruminal nem alterou
significativamente os perfis de acidos graxos volateis, indicando preservacdo da

salde fermentativa mesmo em dietas altamente fermentaveis.

Em relagcdo ao desempenho produtivo, embora ndo tenham sido observadas
diferencas significativas no consumo de matéria seca entre os tratamentos, vacas
suplementadas com Lithothamnium calcareum apresentaram maior producéo de leite
corrigida para gordura e energia, além de melhorias na composicdo do leite, com
aumento dos teores de gordura e sélidos totais, refletindo em maior eficiéncia
alimentar. Esses resultados indicam que o Lithothamnium calcareum pode substituir

o bicarbonato de sédio sem prejuizo ao desempenho zootécnico.

Do ponto de vista da saude sistémica, os biomarcadores inflamatérios
avaliados — ferro e hepcidina — indicaram auséncia de inflamagéo significativa em
vacas leiteiras desafiadas com uma dieta rica em amido, sugerindo que a integridade

da mucosa ruminal foi preservada sob ambas as estratégias de tamponamento.

Apesar de suas propriedades como tamponante natural e fonte mineral de alta
biodisponibilidade, os efeitos antimetanogénicos de Lithothamnium calcareum foram
limitados neste estudo. A auséncia de alteragcdes significativas na producéo estimada
de metano e na relacdo acetato:propionato indica que o aditivo, isoladamente, pode
nao ser suficiente para mitigar a metanogénese entérica de forma expressiva. Dessa
forma, seu uso deve ser considerado dentro de uma abordagem nutricional mais
ampla, possivelmente em combinagdo com outros aditivos com agéo direta sobre a

microbiota ruminal.
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Conclui-se, portanto, que Lithothamnium calcareum € uma op¢ao promissora
como aditivo tamponante natural em dietas de alta fermentacdo, promovendo
estabilidade ruminal, desempenho produtivo adequado e manutencdo da saude
sistémica. No entanto, seu potencial como agente antimetanogénico permanece
incerto, sendo recomendada a realizacdo de novos estudos que explorem diferentes
niveis de inclusdo, interacbes com outros aditivos e a utilizacdo de metodologias

diretas de mensuracao do metano entérico
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